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RESUMO 
As restingas são importantes ecossistemas costeiros, com ampla 
distribuição pelo Brasil, mas que se encontram bastante ameaçadas por 
ações antrópicas. O Parque Estadual do Rio Vermelho (PAERV), situado 
em Florianópolis, SC, apesar de ser uma área de preservação ambiental, 
também possui áreas de restinga que apresentam caráter degradado 
devido a introdução de espécies alóctones, principalmente de Pinus spp. 
e Eucalyptus spp. Uma alternativa economicamente viável para a 
recuperação dessas áreas é a revegetação por meio da inserção de espécies 
de leguminosas nativas. Estas, por intermédio da associação simbiótica 
com bactérias fixadoras de nitrogênio, necessária pela baixa fertilidade 
dos solos de restinga, apresentam crescimento rápido, melhoram a 
qualidade do solo e o protegem contra erosão. Dessa forma, o objetivo 
deste trabalho foi avaliar a eficiência de rizóbios autóctones isolados de 
áreas de restinga do Parque Estadual do Rio Vermelho em espécies de 
leguminosas nativas com potencial de emprego em programas de 
revegetação de áreas degradadas do parque. Para tanto, foram feitos 
ensaios em casa de vegetação com as espécies de Mimosa bimucronata, 
Sophora tomentosa e Dalbergia ecastophyllum, nas quais foram 
avaliados doze isolados de rizóbios autóctones, previamente isolados das 
áreas de restinga do PAERV, além de tratamentos controle não 
inoculados contendo baixo e alto fornecimento de nitrogênio. As 
sementes foram semeadas em tubetes contendo solo esterilizado das áreas 
de restinga do PAERV. Após cento e vinte dias (M. bimucronata e S. 
tomentosa) e noventa dias (D. ecastophyllum) de crescimento das plantas, 
foram avaliados: altura das plantas, compatibilidade simbiótica (presença 
de nódulos nas raízes), número de nódulos, matéria seca da parte aérea, 
matéria seca da raiz, matéria seca de nódulos, efeitos da inoculação na 
absorção de nitrogênio nas plantas inoculadas com os rizóbios e eficiência 
simbiótica. Os rizóbios que apresentaram elevada eficiência simbiótica 
foram identificados por meio de sequenciamento parcial do gene RNAr 
16S. Houve compatibilidade simbiótica para S. tomentosa e M. 
bimucronata com todos os doze tratamentos inoculados. Para D. 
ecastophyllum, apenas sete dos tratamentos inoculados forma 
compatíveis, mostrando que há uma especificidade maior nessa espécie 
em relação aos simbiontes. Em S. tomentosa, um isolado apresentou 
elevada eficiência simbiótica, o R155, e para M. bimucronata os isolados 
R141 e R158. Por meio do sequenciamento parcial do gene RNAr 16S, 
foram identificados como Bradyrhizobium spp, Bulkhorderia spp. e 
Paenibacillus spp., respectivamente. É a primeira identificação de 
 
 
nodulação em S. tomentosa pelo gênero Bradyrhizobium spp, e do gênero 
Paenibacillus nodulando M. bimucronata. Para D. ecastophyllum, os 
isolados que mais influenciaram no acúmulo de biomassa foram o R129, 
R141, R149 e R155. Alguns dos isolados de rizóbios autóctones 
mostraram-se com boa capacidade de emprego nas leguminosas nativas 
avaliadas na revegetação dos solos de restinga contaminados por Pinus 
spp. no PAERV.    
 
Palavras chave:  revegetação; bactérias fixadoras de nitrogênio; 
Dalbergia ecastophyllum; Mimosa bimucronata; Sophora tomentosa. 
 
 
  
 
 
ABSTRACT 
The restingas are an important coastal ecosystem with a wide distribution 
along Brazil but they are quite threatened for anthropogenic actions. The 
Parque Estadual do Rio Vermelho (PAERV), located in Florianópolis, 
SC, despite being an environmental preservation area, also have degraded 
restinga areas due to the introduction of allochthonous species, mainly 
Pinus spp. and Eucalyptus spp. An economically viable alternative to 
restore these areas is the revegetation by introduction of native legumes 
species. These species, by means of symbiotic association with nitrogen-
fixing bacteria that are necessary due to the low soil fertility in the 
restinga, present fast growth, improve the soil quality and protect it 
against erosion. The objective of this work was to evaluate the efficiency 
of isolated autochthonous rhizobia from areas of restingas from the 
Parque Estadual do Rio Vermelho in native legumes species with the 
potential of application in a program for revegetation of degraded areas 
from the park. Therefore, tests were made in greenhouse with the species 
Mimosa bimucronata, Sophora tomentosa and Dalbergia ecastophyllum, 
in which twelve isolated autochthonous rhizobia were evaluated, 
previosly isolated from restinga areas of PAERV, as well control 
treatments not inoculated with low and high nitrogen provision. After a 
hundred and twenty days (M. bimucronata and S. tomentosa) and ninety 
days (D. ecastophyllum), were evaluated the height of the plants, 
symbiotic compatibility (presence of nodules on the roots), number of 
nodules, shoot dry matter, dry matter of roots, dry matter of nodules, the 
effects of inoculation in nitrogen absorption from inoculated plants with 
rhizobia and the evaluation of symbiotic efficiency. The rhizobium that 
presented high symbiotic efficiency were identified by partial sequencing 
of gene 16S rRNA. There were symbiotic compatibility of S. tomentosa 
and M. bimucronata with all twelve inoculated treatments. For D. 
ecastophyllum, only seven inoculated treatments were compatible, 
showing that there is a higher specificity in this species in relation to 
symbionts. In S. tomentosa, one isolated presented high symbiotic 
efficiency, the R155, and for the M. bimucronata the isolates R141 and 
R158. By partial sequencing of the 16S rRNA gene, they were identified 
as Bradyrhizobium spp, Bulkhorderia spp. and Paenibacillus spp., 
respectively. It is the first identification of nodulation in S. tomentosa by 
the genus Bradyrhizobium spp, and the genus Paenibacillus nodulating 
M. bimucronata. For D. ecastophyllum, the isolates which most 
influenced on the accumulation of biomass were the R129, R141, R149 
and R155. Some of the isolated autochthonous rhizobia presented good 
 
 
usage capacity on the evaluated native legumes from the revegetation 
restinga soils contaminated by Pinus spp. in PAERV.    
 
Key-words: revegetation; nitrogen fixing bacteria; Dalbergia 
ecastophyllum; Mimosa bimucronata; Sophora tomentosa. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Na costa brasileira, há ocorrência de planícies formadas por 
sedimentos terciários e quaternários que foram predominantemente 
depositados em ambientes marinhos, continentais ou transicionais que são 
denominados de restinga (SILVA, 1999). De uma forma geral, a restinga 
é caracterizada por ser uma planície baixa, com suaves ondulações e 
declives em direção ao mar. Além disso, o termo restinga possui um 
significado geomorfológico, dando conotação a qualquer depósito 
arenoso ao longo da costa (SUGUIO e MARTIN 1987; FERNANDES, 
1998). 
Segundo a Resolução CONAMA No 261, de 30 de junho de 1999 
(Brasil, 1999), as restingas são complexos vegetacionais edáficos e 
pioneiros, com florística e fisionomia distintas encontradas em terrenos 
arenosos de origem marinha como praias, cordões arenosos, dunas e 
depressões associadas a planícies e terraços, compreendendo formações 
originalmente herbáceas, subarbustivas, arbustivas ou arbóreas, que 
podem ocorrer em mosaicos em função de gradientes locais.  
Os solos de restinga são caracterizados como solos de textura 
arenosa e geralmente pobres em matéria orgânica, com baixa capacidade 
de retenção de água e baixa fertilidade, no entanto, são essenciais para a 
manutenção dos componentes biológicos do sistema (HAY e LACERDA, 
1984; ARAÚJO, 1997). 
A vegetação em solos de restinga é adaptada, e apresenta muitas 
vezes características xeromórficas, ou seja, adaptam-se bem a ambiente 
secos e quentes. O solo não constitui a principal fonte de nutrientes para 
as plantas na restinga, devido à proximidade do mar essa fonte é o spray 
marinho presente na atmosfera (LEÃO e DOMINGUEZ, 2000). 
Apesar de sua importância, as restingas são ecossistemas altamente 
ameaçados devido a degradação decorrente da privatização de áreas 
públicas, implantação de loteamentos e condomínios, introdução de 
espécies alóctones, além de grandes projetos turísticos 
(RADAMBRASIL, 1983; HOLANDA, 1988; ASSIS et al., 2004; 
ARAÚJO e HENRIQUES, 2007).  
Considerando essa situação, torna-se evidente a necessidade de 
preservação e recuperação das áreas de restinga, sendo a criação de 
Unidades de Conservação (UCs) uma estratégia extremamente eficaz na 
manutenção dos recursos naturais (MMA, 2015), além do que, a 
Convenção Sobre Diversidade Biológica (CDB) preconiza a conservação 
in situ (MMA, 2011). As UCs se encontram divididas em duas categorias 
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principais: Unidades de Proteção Integral e Unidades de Uso Sustentável.  
Dentre as Unidades de Proteção Integral, cabe destacar aqui os 
parques, que são áreas destinadas à preservação dos ecossistemas naturais 
e sítios de beleza cênica. O parque dentre as categorias de proteção 
integral, é a que possibilita uma maior interação entre o visitante e a 
natureza, pois permite o desenvolvimento de atividades recreativas, 
educativas e de interpretação ambiental, além de permitir a realização de 
pesquisas científicas (MMA, 2015). 
O Parque Estadual do Rio Vermelho (PAERV), situado em 
Florianópolis, SC, é uma Unidade de Proteção Integral, que foi criada em 
2007 com uma área de 1532 hectares (FERREIRA et al., 2009). O 
objetivo da criação do Parque foi conservar amostras da Floresta 
Ombrófila Densa, conservar a vegetação de restinga, conservar a fauna 
associada ao domínio da Mata Atlântica, manter o equilíbrio do complexo 
hídrico da região, além de propiciar ações de recuperação dos 
ecossistemas alterados e propiciar a realização de pesquisas cientificas e 
a visitação pública (FATMA, 2015). 
Apesar do PAERV ser uma área de proteção ambiental integral, o 
mesmo apresenta-se bastante degradado, principalmente pela introdução, 
na década de 60, de espécies alóctones de Pinus spp. e Eucalyptus spp. 
em substituição a vegetação nativa, tornando as áreas de restinga vítimas 
de degradação. A introdução de espécies alóctones leva a um processo de 
contaminação biológica, sendo as mesmas muitas vezes dominantes no 
ambiente, acarretando mudanças na fisionomia e na função dos 
ecossistemas naturais, levando as populações nativas à perda de espaço e 
ao declínio genético (BECHARA, 2003). Isso faz com que as espécies 
nativas tenham dificuldades de se estabelecerem naturalmente, sendo 
necessárias medidas que permitam o crescimento dessas plantas.  
Dentre essas medidas, a revegetação de áreas impactadas com 
espécies de leguminosas autóctones é uma estratégia de recuperação de 
baixo custo de implantação e manutenção. Para tanto, devem ser 
selecionadas plantas que apresentem crescimento rápido, além da 
capacidade de realizarem simbiose mutualística com bactérias fixadoras 
de nitrogênio (BFN), conhecidas popularmente como rizóbios, condição 
essencial para o estabelecimento dessas espécies vegetais, frente as 
condições de baixa fertilidade dos solos de restinga.  
Desta forma, há grande potencial de emprego da simbiose na 
produção de mudas de leguminosas autóctones, favorecendo a formação 
de uma cobertura vegetal nos solos de restinga, visando o controle dos 
processos erosivos e a recuperação das propriedades do solo, bem como 
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proporcionando condições físicas, químicas e biológicas para o aumento 
da atividade biológica nessas áreas, o que é de extrema importância para 
o restabelecimento da biocenose dos ambientes impactados (SIQUEIRA 
et al., 2008).  
Visando a recuperação ambiental das áreas de restinga do PAERV, 
podemos destacar as espécies leguminosas autóctones Mimosa 
bimucronata (DC.) Kuntze (Maricá), Sophora tomentosa L. (Feijão-da-
praia) e Dalbergia ecastophyllum (Marmeleiro-do-mangue) como plantas 
que apresentam grande potencial para uso em programas de revegetação 
do PAERV. No entanto, são escassos ou inexistentes os trabalhos com 
essas espécies vegetais que tratem da seleção de rizóbios eficientes para 
essas leguminosas, que avaliem o potencial dessas espécies em programas 
de revegetação, bem como estudos que avaliem a eficiência de rizóbios 
autóctones de áreas de restinga capazes de nodular essas leguminosas. 
Em um trabalho realizado anteriormente por Canei (2014), foram 
isolados 97 rizóbios de áreas de restinga do PAERV, no entanto, faz-se 
necessário estudos que avaliem a eficiência simbiótica desses rizóbios nas 
espécies vegetais de M. bimucronata, D. ecastophyllum e S. tomentosa, 
afim de selecionar os rizóbios mais eficientes na promoção do 
crescimento dessas espécies vegetais para posteriores ensaios de 
revegetação visando a recuperação dessas áreas.   
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 Restinga: caracterização, importância e distribuição no Brasil  
 
Ao longo da costa litorânea brasileira ocorrem planícies formadas 
por sedimentos terciários e quaternários depositados, 
predominantemente, em ambientes marinho, continental ou transicional. 
Essas planícies estão comumente associadas às desembocaduras de 
grandes rios e/ou reentrâncias na linha de costa, e podem estar 
intercaladas por falésias e costões rochosos de idade pré-cambriana, sobre 
os quais assentam-se eventualmente sequências sedimentares e 
vulcânicas acumuladas em bacias paleozóicas, mesozóicas e cenozóicas 
(VILLWOCK, 1994; SILVA, 1999).  
As restingas são também comumente denominadas na literatura 
como “planícies costeiras” ou “planícies litorâneas”, e possuem 
significados distintos associados a estas fisionomias (SUGUIO e 
TESSLER, 1984; SUGUIO e MARTIN, 1990; WAECHTER, 1990; 
SOUZA et al., 2007), que podem estar restritos ao tipo de vegetação que 
recobre estas planícies, ou como o sistema substrato-vegetação como um 
todo.  
De acordo com a Resolução do CONAMA nº 261/1999 (BRASIL, 
1999), restinga é um ecossistema que compreende comunidades 
vegetacionais e florísticas fisionomicamente distintas, situadas em 
terrenos predominantemente arenosos, de origens marinha, fluvial, 
lagunar, eólica ou combinações destas. É caracterizada como um conjunto 
de ecossistemas variados fito fisionomicamente, com diferenças 
geomorfológicas, pedológicas e climáticas, além de possuir diferentes 
etapas sucessionais (MMA, 2015).  
A gênese do substrato sobre o qual desenvolvem-se os diferentes 
tipos vegetacionais depende de um conjunto variado de fatores, dentre os 
quais destacam-se as variações relativas do nível do mar, decorrentes de 
mudanças paleoambientais ocorridas durante o Quaternário, associadas às 
correntes de deriva litorânea, às “armadilhas” para retenção dos 
sedimentos e às fontes primárias de sedimentos (SUGUIO e TESSLER, 
1984; SUGUIO e MARTIN, 1987). 
Em relação aos tipos de vegetação existentes nas restingas 
brasileiras, são caracterizadas seis formações vegetais diferentes: 
formação halófila, psamófila reptante, pós-praia, arbustiva aberta, 
arbustiva fechada e mata de restinga (OLIVEIRA e MAIA, 2005). 
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Nas linhas de praia das restingas há o estabelecimento de uma 
vegetação que se encontra adaptada às condições salinas e arenosas sob a 
influência das marés, denominada halófila-psamófila, com espécies 
herbáceas reptantes que apresentam sistemas radiculares muito amplos 
(ANDRADE, 1966; BARROS et al., 1991; ALMEIDA e ARAÚJO, 
1997). 
Sobre cordões mais estáveis, encontra-se uma vegetação arbustiva 
e arbórea mais densa com muitas bromélias terrícolas. A camada orgânica 
desse solo é pouco desenvolvida, sendo as bromélias as grandes 
estabilizadoras desse sistema e retentoras de água e nutrientes 
(RODRIGUES et al., 2009) 
O tamanho da vegetação na restinga aumenta à medida que se 
afasta da praia, formando barreiras de difícil penetração, cuja aparência 
das copas se encontram alteradas pelas direções predominantes dos 
ventos (NEVES FILHO, 2009). A restinga arbustiva arbórea apresenta 
características adaptativas as condições tão diversas comparadas com 
aquelas encontradas na Mata Atlântica de onde se originam. 
O litoral catarinense possui uma extensão de aproximadamente 
460 km, tendo como limites o rio Saí-Guaçu ao norte, no município de 
Itapoá, fazendo divisa com o estado do Paraná, passando pela ilha de São 
Francisco do Sul, a ilha de Florianópolis e se estendendo até o município 
de Passo de Torres, na divisa com o estado do Rio Grande do Sul, 
abrangendo também diversas ilhas de menor tamanho (REITZ, 1961). 
Nesta região litorânea encontra-se a restinga, podendo ocorrer numa faixa 
que varia de poucos metros a 7 km para o interior do continente (REITZ, 
1961; IBGE, 1992). 
Segundo Falkenberg (1999), as restingas catarinenses podem 
apresentar fisionomias herbácea/subarbustiva, arbustiva ou arbórea que 
podem se propagar nos habitats de praia, dunas frontais, dunas internas, 
baixadas secas e úmidas.  
A vegetação de restinga tem um papel fundamental na fixação do 
substrato arenoso que se encontra sujeito à ação erosiva dos ventos. Com 
a cobertura vegetal a probabilidade de problemas de bloqueio de estradas 
e invasão em habitações é reduzida, além de atenuar o assoreamento de 
brejos, lagunas e canais (ARAÚJO e LACERDA, 1987; ASSUMPÇÃO 
e NASCIMENTO, 2000). 
Apesar deste bioma ser considerado como Área de Preservação 
Permanente (APP) pelo Código Florestal, Lei Federal nº 12.727/2012 e 
pela Resolução n° 303 de 20 de março de 2002 do Conselho Nacional do 
Meio ambiente (CONAMA) (BRASIL1, 2002), a vegetação de restinga 
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vem sofrendo forte pressão antrópica. Devido aos conflitos acerca do 
conceito de restinga como já foi visto, sobre diferentes definições 
geomorfológica e ecológica, ocorrem problemas na aplicação da 
legislação ambiental vigente para áreas costeiras, ocasionando a 
fragilidade da preservação deste ecossistema (SOUZA, 2008). 
 Sugiyama (1998) revela que alguns trechos preservados de 
florestas de restinga são encontrados dentro de UCs, sendo a proteção 
destas áreas de suma importância, não só para a manutenção da 
biodiversidade, mas também como fonte de espécies para recuperação de 
áreas de planícies arenosas costeiras e também de áreas de Mata Atlântica, 
já que 50 % das espécies desta flora ocorrem também nesta formação 
vizinha. A restinga, além de ser habitat para diversas espécies, é área de 
reprodução e alimentação de inúmeras espécies de aves migratórias, 
répteis e peixes. Sem falar que muitas espécies vegetais são restritas a 
esse ecossistema devido as suas muitas características únicas, sendo 
fundamentais também, para a retenção de sedimentos (IBGE, 2004; 
RODRIGUES, 2008).  
 
2.2 Parque Estadual do Rio Vermelho 
 
O Parque Estadual do Rio Vermelho (PAERV) é uma Unidade de 
Proteção Integral, criada em 2007, com 1.532 hectares, sendo um dos 
poucos fragmentos com área maior que 100 hectares, fazendo parte dos 
27 % de Mata Atlântica considerada bem preservada. O PAERV (Figura 
1) se situa no nordeste da ilha, entre o Oceano Atlântico e a Lagoa da 
Conceição (FERREIRA et al., 2009). 
Estudos no PAERV mostraram que existem cerca de 170 espécies 
vegetais nativas e há em especial uma espécie, Mimosa catharinensis 
Burkart, descoberta em 1964, que se encontra presente somente no 
PAERV e em Governador Celso Ramos - SC (MORAES et al., 2004; 
MEDEIROS, 2014), sendo portanto, uma espécie endêmica restrita. 
A fauna do parque está representada por cerca de 72 espécies de 
aves, 15 espécies de répteis e 25 espécies de mamíferos (FERREIRA et 
al., 2009). No entanto, estudos com microrganismos de importância 
destacada para o equilíbrio dos ecossistemas, como é o caso dos rizóbios 
e das micorrizas, não foram realizados no PAERV. 
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Figura 1. Localização e zoneamento do Parque Estadual do Rio Vermelho, 
Florianópolis, SC. A) área do Morro dos Macacos inserida na Serra Litorânea, 
com predomínio da floresta ombrófila densa; B) planície costeira, com 
predomínio de vegetação de restinga (Fonte: Adaptado de FERREIRA et al., 
2009). 
 
 
Cabe destacar a presença no PAERV de Scaevola plumieri (L) Vahl 
espécie ameaçada de extinção; a endêmica Mimosa catharinensis Burkart 
(MORAES et al., 2004); e uma espécie muito rara, Aristolochia robertii 
Ahumada, que só ocorre no PAERV e em Torres, RS (REITZ, 1975). Isso 
aumenta ainda mais a necessidade de preservação e recuperação do 
PAERV, a partir da substituição de Pinus spp. e Eucalyptus spp. por 
espécies nativas, visando a recuperação das condições paisagísticas 
originais do parque e, consequentemente, a manutenção da biodiversidade 
associada a essas espécies vegetais. 
Nos anos, 60 a área que hoje ocupa o PAERV, havia sido 
transformada em uma Estação Florestal, em resposta a Lei de Incentivos 
Fiscais do Governo Federal nº 5.106 de 1966, a qual oferecia descontos 
no imposto de renda para quem tomasse iniciativas de reflorestamento 
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(BECHARA, 2003). A estação foi criada em 1962 pelo governo do estado 
de Santa Catarina e tinha por objetivo principal a experimentação de 
plantas alóctones, selecionando-se espécies mais aptas a crescer e 
“proteger” a orla marítima do Estado (BERENHAUSER, 1973).  
Dessa forma, foram selecionadas 25 espécies de Pinus spp., duas 
de Eucalyptus spp. (Eucalyptus robusta e E. saligna), entre outras 
espécies alóctones, como Casuarina equisetifolia L., Acacia 
podalyriefolia e A. longifolia, as quais foram introduzidas substituindo a 
vegetação original das áreas de restinga (BERENHAUSER, 1973). 
Dentre as espécies introduzidas destacaram-se em seu estabelecimento P. 
elliottii e P. taeda, sendo utilizada uma área de 487 ha para o plantio 
dessas espécies. Para E. robusta e E. saligna a área foi de 3 ha (CARUSO, 
1983). Estima-se que em virtude do plantio de Pinus spp. a mais de 40 
anos nessas áreas, 250 hectares de dunas e restingas adjacentes ao plantio 
já foram invadidas por ele, sendo que atualmente 750 ha são cobertos por 
Pinus spp. no PAERV (BECHARA et al., 2013). 
Em decorrência da introdução das espécies alóctones, os sistemas 
costeiros tornaram-se susceptíveis à degradação, pois essas espécies 
inibiram o desenvolvimento e a sobrevivência da fauna e flora nativas 
(HORN FILHO, 2006). Essa prática de introdução de plantas alóctones é 
considerada a segunda maior causa de extinções de espécies no mundo 
(BRASIL2, 2002), ficando atrás apenas da fragmentação e perda de 
hábitats (D’EON et al., 2002). 
As espécies do gênero Pinus spp. causam alterações nas 
propriedades físicas e químicas das diferentes classes de solos. Isto se 
deve ao fato de que os nutrientes ficam retidos em quantidades 
consideráveis nos resíduos não decompostos das plantas, alterando o 
equilíbrio do sistema solo-planta (CHAVES e CORRÊA, 2005). , 
A ocupação por espécies do gênero Pinus em uma determinada 
área durante um longo período de tempo, leva a formação de uma densa 
camada acículas (Figura 2). As acículas do Pinus são de difícil 
degradação (STURGUESS, 1991), além de possuírem ceras cuticulares 
que reduzem o efeito da ação mecânica. Foi também comprovado por Kin 
e Shin (2005) o efeito antibacteriano de compostos voláteis da espécie P. 
densiflora. 
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A presença do Pinus spp. na restinga do PAERV provoca mudanças 
na influência dos ventos sobre a vegetação nativa, uma vez que a estrutura 
e o porte da vegetação estão relacionados aos regimes do vento e das 
condições edáficas impostas nessas áreas. Esses fatores influenciam no 
hábito das plantas, provocando uma estratificação, como é observado na 
vegetação de restinga. O vento possui outro papel importante, na 
dispersão de sementes, sendo assim, os plantios de Pinus spp. agem como 
uma barreira para a dispersão de sementes nativas, isolando ainda mais os 
fragmentos de restinga (MMA, 2009).    
A Estação Florestal do Rio Vermelho, foi transformada em Parque 
Florestal do Rio Vermelho em 1974, pelo Decreto Estadual n° 994, tendo 
como objetivos controversos: “restaurar a flora e fauna”, “introduzir 
essências florestais nativas ou exóticas”, e “desenvolver técnicas de 
drenagem para aproveitamento de áreas alagadiças, assim como técnicas 
para a fixação e reflorestamento de dunas” (CECCA, 1997). Entretanto, 
como o nome do Parque não se encaixava em nenhuma categoria do 
SNUC (Sistema Nacional de Unidades de Conservação), em 24 de maio 
de 2007, pelo Decreto n° 308, foi criado então o PAERV (VITALI e 
UHLIG, 2010).  
Sendo assim, o PAERV passou a ser uma Unidade de Proteção 
Integral, passando a ter como objetivo conservar amostras de floresta 
ombrófila densa, conservar a vegetação de restinga, conservar a fauna 
associada ao domínio da Mata Atlântica, manter o equilíbrio do complexo 
hídrico da região, propiciar ações de recuperação dos ecossistemas 
alterados e proporcionar a realização de pesquisas científicas e a visitação 
pública (FATMA, 2015). 
Mesmo que o PAERV se encontre com seu ecossistema 
descaracterizado devido às espécies alóctones introduzidas, ainda 
Figura 2. Parque Estadual do Rio Vermelho – (A) Restinga seca (RS) dominada 
pela vegetação de Pinus; (B) densa camada de acículas de Pinus na restinga seca 
(Fonte: o autor). 
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apresenta cerca de 400 ha de floresta ombrófila densa e 250 ha de restinga 
preservadas que representam importantes fontes genéticas que podem ser 
utilizadas na recuperação das demais áreas do PAERV (FALKENBERG, 
1999; NETO, 2009), embora sejam áreas fragmentadas (BECHARA, 
2003), apresentando um maior risco a esse ecossistema (RICKLEFS, 
2010). Faz-se necessário com extrema urgência a elaboração de um plano 
de manejo que vise a retirada das espécies alóctones do parque, bem 
como, estratégias de recuperação do solo.   
 
2.3 Utilização de leguminosas em programas de revegetação 
 
A recuperação de áreas degradadas por métodos físico-químicos 
convencionais normalmente exige um grande investimento financeiro, 
apresentam eficácia limitada, e podem até mesmo afetar de forma 
irreversível as propriedades do solo (FRANCO et al., 1992; 
DELGADILLO et al., 2011). 
Estudos têm demonstrado que um meio econômico e viável para a 
recuperação dessas áreas é a revegetação com espécies leguminosas que, 
quando inoculadas com os microssimbiontes rizóbios e/ou fungos 
micorrízicos, podem crescer e se estabelecer nestes locais (SCHIAVO, 
2005; NASCIMENTO e BIONDI, 2008; SIQUEIRA et al., 2008; LASTE 
et al., 2008).  
A revegetação de áreas degradadas consiste na inserção de uma 
cobertura vegetal visando a recuperação paisagística, assim como o 
controle dos processos erosivos e a recuperação das propriedades do solo 
(SIQUEIRA et al., 2008), além de trazer outros benefícios tais como: 
proteção contra a radiação solar, que mantém as temperaturas mais baixas 
e reduz a perda de água por evaporação, maior ciclagem de nutrientes, 
além de beneficiar as atividades biológicas no solo (GASSEN e 
GASSEN, 1996).  
É importante que as espécies de plantas selecionadas para 
revegetação se adaptem bem às condições prevalentes de solo e ambiente, 
sendo ainda ideal que essas espécies formem associação com BFN, 
garantindo capacidade de fixação do N2 atmosférico em virtude da 
carência desse nutriente na maioria dos solos degradados (SIQUEIRA et 
al., 2008). 
Outro ponto crucial na escolha das espécies de leguminosas a 
serem utilizadas em programas de revegetação diz respeito às 
características fisiológicas e morfológicas, como capacidade de fixar 
nitrogênio em determinado sistema ou até mesmo de produzir compostos 
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alelopáticos. Foi observado por Stuart (2010) em um trabalho realizado 
em áreas de restinga com espécies de leguminosas, no qual se buscou 
entender se haveria facilitação na propagação de outras espécies pelo uso 
de espécies leguminosas. Algumas espécies de leguminosas atuaram 
realmente como facilitadoras, como era o esperado, mas outras 
influenciaram negativamente o estabelecimento de outras espécies.  
 Nesse contexto, a adoção de programas de revegetação com 
espécies leguminosas nativas pode desempenhar papel importante no 
aumento da fertilidade do solo. Essas espécies vegetais são adaptadas às 
condições de solo do local, devendo ser selecionadas plantas reconhecidas 
como pioneiras, pois apresentam crescimento rápido e são capazes de 
melhorar as condições físicas e químicas do solo, acumulando matéria 
orgânica e reciclando nutrientes (FRANCO, 1991). A deposição de folhas 
e o crescimento das raízes das espécies pioneiras estabilizam o solo, 
aumentam a atividade biológica e criam condições favoráveis para o 
estabelecimento de outras espécies mais exigentes (FRANCO et al., 
1992). 
A família Leguminosae também conhecida como Fabaceae, é a 
terceira em número de espécies (cerca de 19.325), após Compositae e 
Orquidiaceae, e a segunda família economicamente mais importante 
(JUDD et al., 2009). Distribuem-se em mais de 650 gêneros e podem ser 
encontradas nos mais variados habitats, do Ártico aos trópicos. A família 
inclui árvores, arbustos e herbáceas, divididas em três subfamílias, 
Cesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (BARROSO et al., 
1984). A sua capacidade para associar-se com BFN é uma característica 
muito interessante do ponto de vista da colonização dos solos pobres, da 
melhoria ou recuperação de solos degradados, além da sua utilização em 
práticas agrícolas (PASCUAL, 2003). 
São conhecidas no Brasil cerca de 2.000 espécies de leguminosas, 
representando cerca de 10 % do total de espécies de leguminosas do 
planeta (LEWIS et al., 2005), sendo que desse total apenas 3.856 foram 
estudadas em relação a capacidade de nodular, e destas, 3.397 
apresentaram essa capacidade (FARIA et al., 1999). Espécies nodulíferas 
são a maioria em Mimosoideae (90 %) e Papilionoideae (96 %). 
Uma condição primordial no sucesso da revegetação diz respeito a 
escolha das espécies leguminosas, sendo determinada de acordo com o 
tipo de solo (FARIA e CAMPELO, 2000). No entanto, pelo fato de não 
haverem estudos dessa natureza no PAERV e como preconiza-se a 
utilização de espécies leguminosas autóctones no processo de 
revegetação, evitando a introdução de mais espécies alóctones, algumas 
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características importantes devem ser consideradas para nortear essa 
seleção de espécies como: apresentarem crescimento rápido; capacidade 
de se associarem simbioticamente com rizóbios; serem espécies nativas, 
de preferência endêmicas e plantas que são tolerantes ao estresse local, no 
caso à presença do Pinus spp. Pelas justificativas apresentadas, as 
espécies escolhidas para esse trabalho foram a S. tomentosa, M. 
bimucronata e D. ecastophyllum, pois apresentam todas as características 
desejáveis para esse processo, como pode ser observado na sequência.  
2.3.1 Mimosa bimucronata 
 
M. bimucronata (DC) Kuntze, é uma espécie nativa no PAERV 
(MMA, 2009), também conhecida popularmente como maricá, 
pertencente à família Leguminosae e subfamília Mimosoideae. Ocorre de 
forma natural no nordeste da Argentina, no leste do Paraguai e no extremo 
noroeste do Uruguai. No Brasil, esta espécie é encontrada nos estados do 
Ceará, Paraíba, Pernambuco, Alagoas, Espírito Santo, Minas Gerais, São 
Paulo, Rio de Janeiro, Paraná, Rio Grande do Sul e Santa Catarina. 
Desenvolve-se em ambientes de floresta estacional decidual, floresta 
ombrófila densa, na formação de baixo-montanha, na planície 
quaternária, nas várzeas e próximo de regatos sujeitos a inundações 
periódicas ou locais úmidos, restinga e caatinga (LORENZI, 2002). É 
uma planta perene, arbórea, medindo de 4 a 8 m de altura, altamente 
ramificada e espinhosa, cuja reprodução é realizada por sementes 
(LORENZI, 2000).  
A espécie possui alta fertilidade e propriedades físicas adequadas 
para uma espécie pioneira na sucessão florestal (REITZ et al., 1988; 
MARCHIORI, 1993).  Sendo adaptada a solos arenosos encharcados e 
mal drenados, com pH variando entre 4,0 e 5,0 (EMBRAPA, 1988; 
SPRENT, 2001; PATREZE e CORDEIRO, 2005). Entretanto, em 
plantios experimentais, tem obtido melhor crescimento em solos bem 
drenados, com textura argilosa e areno-argilosa (REITZ et al., 1988; 
MARCHIORI, 1993).   
As plantas de espécies pioneiras apresentam sementes que 
germinam apenas sob condição de alta temperatura e luminosidade, têm 
o hábito de crescimento mais rápido do que as não pioneiras, as quais 
apresentam habilidade de germinar e sobreviver na sombra e na presença 
de clareiras pequenas, e têm o crescimento otimizado pelo ambiente 
parcialmente sombreado (KAGEYAMA e CASTRO, 1989).    
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M. bimucronata é uma excelente espécie pioneira para o processo 
de recuperação de áreas impactadas pela atividade de mineração e pastejo, 
além de   fornecer abrigo para fauna e proteger as plântulas de diversas 
espécies do pisoteio de bovinos (BRASIL, 1994 e BITENCOURT et al., 
2007). O reflorestamento com essa leguminosa é relativamente fácil, em 
virtude de sua grande adaptabilidade e crescimento rápido (REITZ et al., 
1983), além de reprodução por estaquia (BRAGA, 1960). 
No contexto da importância florestal, a espécie M. bimucronata 
pode ser recomendada para a composição de reflorestamento 
heterogêneos em áreas degradadas ou perturbadas, bem como para o 
controle de processos erosivos e para o plantio em terrenos sujeitos à 
inundação periódica, uma vez que apresenta uma boa adaptação a terrenos 
úmidos e rochosos (LORENZI, 2002; CARVALHO, 2004).   
Outro aspecto relevante para a atuação de M. bimucronata no 
processo de recomposição florística de uma determinada área é tratar-se 
de uma espécie vegetal capaz de estabelecer relações simbióticas com 
microrganismos, tais como as BFN (SPRENT, 2001; CANOSA et al., 
2012) e fungos micorrízicos (PATREZE e CORDEIRO, 2004).   
Em estudo relacionado à resposta da adubação mineral e da 
inoculação com rizóbios e micorrizas nas espécies Anadenanthera 
colubrina, M. bimucronata e Parapiptadenia rigida, em condições de 
viveiro, foi constatado que o estabelecimento da simbiose favoreceu o 
crescimento das espécies vegetais (PATREZE e CORDEIRO, 2004).  
Pesquisas realizadas por Faria (1997) retratam a existência de 
estirpes (BR 3461 e BR 3460) eficientes na fixação biológica do 
nitrogênio em M. bimucronata. Trabalhos realizados por Faria e Uchôas 
(2007) também demonstraram por meio de experimentos, mais duas 
estirpes eficientes em fixar nitrogênio em M. bimucronata, BR3505 e 
BR3506.  
Mimosa spp. pode também se associar simbioticamente com os 
gêneros: Burkholderia, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium e 
Ralstonia (MOREIRA et al., 2008).  
Foi observado nas espécies M. pigra e M. scrabella associação 
com Burkholderia mimosarum (CHEN et al., 2006); em M. diplotricha e 
M. pudica associação com B. caribensis, B. cepacia gen. VI, B. tuberum 
e B. phymatum (VANDAMME et al., 2002); em M. pudica e M. 
dilotricha simbiose com Ralstonia taiwanensis (CHEN et al., 2001); M. 
affinis com Rhizobium etli bv. Mimosae (WANG et al., 1999); entre 
Mesorhizobium loti e o gênero Mimosa (JARVIS et al., 1997); M. invisa 
e M. pudica com Rhizobium leguminosarum, Rhizobium sp. e 
37 
 
Bradyrhizobium japonicum (OYAIZU et al., 1993); em M. pigra, M. 
casta e M. pudica com Burkholderia, enquanto os demais foram inseridos 
nos gêneros Rhizobium, Mesorhizobium e Bradyrhizobium (BARRETT e 
PARKER, 2005); em M. pudica e M. pigra com Cupriavidus e 
Burkholderia (BARRETT e PARKER, 2006); em M. scrabella com 
Burkholderia e Rhizobium (EHRHARDT-BROCARDO et al., 2015); em 
M. caesalpiniifolia, M. pudica, M. pigra e M. acutistipula com 
Cupriavidus (FERREIRA et al., 2012); em M. caesalpiniifolia e M. 
pudica (FERREIRA et al., 2013); em M. scrabella com Cupriavidus e 
Burkholderia (PRIMIERI et al., 2016). 
Em um estudo com bactérias nodulantes na América do Sul, Chen 
et al. (2005), isolaram estirpes provenientes de nódulos das espécies M. 
acutistipula, M. bimucronata, M. camporum, M. caesalpiniaefolia, M. 
flocculosa, M. laticifera, M. pigra, M. scabrella e M. tenuiflora (Brasil) e 
M. pigra (Venezuela), que foram classificadas como pertencentes ao 
gênero Burkholderia. 
Moura et al. (2016) isolou e testou isolados de rizóbios 
provenientes de áreas de mineração de carvão em Santa Catarina em 
maricá, e as estirpes UFSC-B5, UFSC-B12 e UFSC-M8 apresentaram 
alta eficiência simbiótica comparadas as estirpes recomendadas. 
Hernández et al. (2017), identificou esses isolados por meio do 
sequenciamento parcial do gene RNAr 16S, no qual as estirpes mostram-
se pertencentes aos gêneros Rhizobium, Glucanobacter e Burkholderia, 
respectivamente.  
No Brasil a estirpe recomendada pela RELARE (Rede de 
laboratórios para recomendação, padronização e difusão da tecnologia de 
inoculantes microbiológicos de interesse agrícola) e autorizada pelo 
MAPA (Ministério da Agricultura e Pecuária) para produção de 
inoculantes para a M. bimucronata é a BR 3460, que se refere a espécie 
Burkholderia gladioi (CHEN et al., 2005; MOREIRA et al., 2008). 
Entretanto, são necessários novos estudos com outras estirpes, as 
quais possam contribuir para o ciclo do nitrogênio, garantir a resiliência 
dos processos biológicos e a manutenção de ecossistemas frágeis, como 
a restinga.  
 
2.3.2 Sophora tomentosa 
 
Sophora tomentosa é uma espécie nativa no PAERV (MMA, 
2009), sendo conhecida popularmente como feijão-da-praia. Pertence à 
família Leguminosae e subfamília Papilionoideae. Ocorre na Mata 
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Atlântica e na Amazônia, principalmente em restingas e manguezais 
(LEWIS, 1987; BRITO et al., 2010). É uma espécie arbustiva, que varia 
de 2 a 5 metros (SILVA e TOZZI, 2011), produz inflorescências amarelas 
que são visitadas por muitas abelhas (NOGUEIRA e ARRUDA, 2006) 
sendo estas comuns na restinga e atuam como polinizadores de diversas 
outras espécies neste ambiente (PANSARIN et al., 2008; PINHEIRO e 
SAZIMA, 2007), portanto a manutenção destas interações é 
imprescindível para a conservação deste ecossistema (BRITO et al., 
2010). 
Em um trabalho realizado por Nogueira (2003) com S. tomentosa, 
mostrou que a espécie tem potencial para utilização em restauração de 
áreas de restinga degradadas, pois, foi demonstrado em seu trabalho que 
o período de frutificação e floração é longo, com abundância de flores e 
frutos, o que atrai várias espécies de visitantes florais e predadores de 
frutos e sementes. Apresenta polinização cruzada e também 
autopolinização e agamosporia, que favorece a sua reprodução em 
ambientes que possuem condições adversas ao voo dos insetos.     
S. tomentosa foi utilizada também, na restauração de uma área de 
restinga degradada do PAERV (BECHARA, 2003), por apresentar 
características como: alta agressividade, formando grandes touceiras que 
oferecem boa cobertura do solo; crescimento rápido, atingindo a 
maturidade no primeiro ano; nitrogenação do solo; flores amarelas 
altamente vistosas e frutificação longa. 
Essa espécie possui a capacidade de se associar simbioticamente 
com rizóbios (FOSTER et al., 1998; OLIVEIRA, 1999; OLIVEIRA, 
2001).  A espécie possui capacidade de associar-se simbioticamente com 
o gênero Rhizobium (SUTTON e PETERSON, 1980; FOSTER et al., 
1998) e Sinorhizobium (HUNG et al., 2005). Chen et al. (1995) e Jarvis 
et al. (1997) verificaram a nodulação no gênero Sophora com a espécie 
Mesorhizobium tianshanense. Tan (2014) também observou nodulação 
entre espécies do gênero Mesorhizobium com S.microphylla. 
Em um trabalho recente, De Meyer et al. (2016) obtiveram 31 
isolados de rizóbios de nódulos de raízes de Sophora sp., e a partir do 
sequenciamento do gene 16S rRNA, os isolados mostraram-se 
pertencentes ao gênero Mesorhizobium, pertencendo as espécies: 
Mesorhizobium sangaii, Mesorhizobium cantuariense e Mesorhizobium 
ciceri, e mais cinco novas espécies: Mesorhizobium calcícola, 
Mesorhizobium waitakense sp, Mesorhizobium sophorae sp., 
Mesorhizobium newzealandense sp. e Mesorhizobium kowhaii sp. 
Segundo Andrews e Andrews (2016), parece haver uma alta 
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especificidade dos rizóbios que nodulam com a espécie de Sophora nativa 
da Nova Zelândia, uma vez que até o presente momento há relatos de 
nodulação dessa espécie apenas com Mesorhizobium. 
 
2.3.3 Dalbergia ecastophyllum  
 
Dalbergia ecastophyllum é uma espécie nativa no PAERV, 
ocorrendo na América desde a Florida (EUA) até o Brasil. No Brasil, ela 
é encontrada desde o litoral norte até o município de Palhoça (SC) 
(CAMARGO, 2005). A espécie é conhecida popularmente como 
marmelo-do-mangue. É uma espécie observada em formações 
subarbustivas e arbustivas sobre cordões arenosos de dunas frontais, 
sendo comum sua ocorrência em restingas (BRASIL, 1999; SOUZA e 
CAPELLARI Jr., 2004).  
A espécie se desenvolve muito bem, sendo capaz de dominar a 
vegetação, formando um emaranhado de ramos (CARVALHO, 1997; 
SILVA e BRITEZ, 2005), como é possível observar na Praia da Joaquina, 
Florianópolis, SC (GUIMARÃES, 2006). 
D. ecastophyllum possui capacidade de se associar 
simbioticamente com bactérias fixadoras de nitrogênio e formar nódulos 
(OGAN, 1990; SAUR et al., 2000). Parker e Rousteau (2014), 
observaram associação com o gênero Bradyrhizobium, no entanto não 
testaram a eficiência simbiótica entre eles. 
Segundo Andrews e Andrews (2016), a tribo Dalbergiae nodulam 
primeiramente com Bradyrhizobium, mas são promiscuas em relação as 
espécies de Bradyrhizobium.  
Outras espécies do gênero Dalbergia já foram relatadas nodulando 
com os gêneros da classe α-Protobacteria: Bradyrhizobium (FARIA, 
1997; MOREIRA et al., 1993; MOREIRA et al., 1998; PARKER, 2004; 
RASOLOMAMPIANINA et al., 2005; COSTA, 2014), Mesorhizobium, 
Azorhizobium Phyllobacterium (RASOLOMAMPIANINA et al., 2005), 
Rhizobium (RASOLOMAMPIANINA et al., 2005; GHOSH et al., 2005; 
LIN et al., 2009; COSTA, 2014). E com os gêneros da classe β-
Protobacteria: Burkholderia (RASOLOMAMPIANINA et al., 2005; LU 
et al., 2012; COSTA, 2014; MOREIRA et al., 2016) e Ralstonia 
(RASOLOMAMPIANINA et al., 2005). 
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2.4 Bactérias fixadoras de nitrogênio 
 
Além da seleção das espécies vegetais adequadas para a 
revegetação no PAERV, cabe destacar que a seleção de BFN é também 
muito importante, uma vez que as mesmas são fundamentais para que 
ocorra a fixação biológica do nitrogênio. 
O nitrogênio é um elemento fundamental no metabolismo das 
plantas, uma vez que é utilizado na síntese de proteínas, vitaminas, 
pigmentos, entre outros compostos orgânicos (MALAVOLTA, 1980; 
HUNGRIA et al., 2001). Na sua ausência ou baixa disponibilidade, limita 
o crescimento vegetal, reduzindo a expansão foliar e limitando a 
fotossíntese (CHAPIN, 1980). 
A atmosfera é constituída por mais de 78,08 % de N2, mas essa 
abundância não se encontra disponível diretamente para as plantas, as 
quais estão obrigadas a utilizar apenas as formas combinadas que se 
encontram no solo em pequenas quantidades (Figura 3). A fixação 
biológica de nitrogênio (FBN) contribui significativamente com o 
fornecimento total do nitrogênio necessário para as plantas (MOREIRA 
et al., 2008).  
 
 
 
Figura 3. Ciclo do nitrogênio em um ecossistema terrestre (Fonte: RAVEN et al., 
2007). 
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O processo de FBN é restrito a alguns grupos filogenéticos de 
procariotos, altamente diversos, que possuem a enzima nitrogenase, capaz 
de reduzir N2 a NH3. Esses microrganismos podem ser bactérias de vida 
livre ou em simbiose com plantas e são conhecidos como diazotróficos 
(VOET e VOET, 1995; MOREIRA et al., 2008). 
Os fixadores de vida livre normalmente precisam de uma grande 
quantidade de glicose para realizar a fixação de uma quantidade pequena 
de N. Como é o exemplo de um fixador de vida livre o Azobacter, que 
requer o equivalente a 100 unidades de glicose para fixar uma unidade de 
N. Por outro lado, na fixação simbiótica entre rizóbios e plantas a relação 
entre o gasto de glicose e a fixação de N se mostra mais eficiente, aonde 
são necessárias entre 6 a 12 unidades de glicose por unidade de N fixado 
(PASCUAL, 2003).  
Rizóbios são um grupo parafilético onde se concentram as 
Proteobactérias com capacidade de formar nódulos em simbiose com 
leguminosas, sendo divididos em α e β-Proteobactérias. Dentro das α-
Proteobacterias se encontram os gêneros, Bradyrhizobium (JORDAN, 
1984), Rhizobium (JORDAN, 1982), Sinorhizobium (CHEN et al., 1988), 
Azorhizobium (DREYFUS et al., 1988), Mesorhizobium (JARVIS et al., 
1997), Devosia (RIVAS et al., 2002), Blastobacter (VAN BERKUN e 
EARDLY, 2002), Methylobacterium (JOURAND et al., 2004), 
Phyllobacterium (MANTELIN et al., 2006) e Ochrobactrum (TEYSSIER 
e JUMAS-BILAK, 2010). Nas β-Proteobactérias encontram-se espécies 
dos gêneros Burkholderia (MOULIN et al., 2001), Cupriavidus (Chen et 
al., 2001) e Herbaspirillum (VALVERDE et al., 2003). 
Alguns rizóbios são muito específicos, com capacidade para 
nodular um número reduzido de espécies, enquanto outros são menos 
seletivos. A eficiência para infectar as células da raiz se deve ao 
intercâmbio de sinais entre os simbiontes. Flavonóides exsudatos pelas 
plantas induzem a expressão dos genes nod em Rhizobium, envolvidos na 
síntese dos fatores de nodulação (REDMOND et al., 1986; PERRET et 
al., 2000). Esses vão estimular os pêlos radiculares permitindo a entrada 
de rizóbios na planta (Figura 4). Posteriormente, induzem a formação de 
um canal de infecção, depois a divisão das células corticais, levando à 
formação dos nódulos que apresentam um interior perfeitamente 
estruturado (YAO e VINCENT, 1969; XI et al., 2000). 
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Nos nódulos ocorre a redução do nitrogênio gasoso (N2) em 
nitrogênio amoniacal (NH3). Assim, há fixação de nitrogênio sob a forma 
de amônia, que é disponibilizado à planta simbionte, a qual, em 
contrapartida, fornece metabólitos para o desenvolvimento dos rizóbios 
(MUNIZ et al., 2012).  
Apesar do grande número de espécies de leguminosas descritas 
(19.325) não se conhece a capacidade de nodular em cerca de 75 % das 
espécies de leguminosas do mundo. Somente 55 espécies pertencentes a 
Figura 4. Estágios no desenvolvimento de um nódulo radicular – (a) os rizóbios 
se ligam a um pêlo radicular emergente, o que os atrai por meio da liberação de 
sinais químicos; (b) o pêlo radicular se curva em resposta a fatores liberados pelo 
rizóbio; (c) há a formação de um canal de infecção. Ele conduz os rizóbios em 
divisão por todo o pêlo até o interior das células corticais, as quais responderão 
dividindo-se; (d) um nódulo radicular em desenvolvimento a partir da rápida 
divisão das células corticais infectadas; (e) os feixes vasculares do nódulo estão 
conectados com os tecidos vasculares do cilindro central da raiz. (Fonte: RAVEN 
et al., 2007). 
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12 gêneros de rizóbios foram descritas, uma vez que a pesquisa se 
encontra direcionada para o interesse agrícola (MOREIRA et al., 2008). 
Fatores como o pH (ANDRADE et al., 2002), Ca, Mg, P 
(FRANCO e DAY, 1980), entre outros micronutrientes e 
macronutrientes, são essenciais no estabelecimento da simbiose entre 
leguminosas e rizóbios. Isso salienta ainda mais a importância de utilizar 
rizóbios das áreas em que há o interesse em fazer a revegetação, uma vez 
que esses rizóbios já se encontram adaptados às condições físico-
químicas do solo onde estão inseridos. 
 As áreas de restinga do PAERV sofrem grande influência 
marinha, onde o fator salinidade pode ser limitante no crescimento de 
BFN, pois o estresse salino pode também reduzir a nodulação por meio 
de inibição na planta hospedeira, onde sob condições de estresse as 
plantas produzem grandes níveis de etileno (hormônio gasoso envolvido 
em diferentes respostas ao estresse) e em várias espécies de plantas o 
etileno funciona como um regulador negativo da nodulação (JOUYBAN, 
2012; PINHEIRO et al., 2014). 
Nesse sentido, é estratégico o uso de espécies de leguminosas 
nativas, e que os isolados de rizóbios indicados para revegetação de áreas 
degradadas, além de possuírem capacidade de fixar nitrogênio, sejam 
provenientes das áreas onde se pretende recuperar, pois isso irá permitir 
um melhor estabelecimento da leguminosa. 
Canei (2014) isolou 97 rizóbios de áreas de restinga do PAERV e 
9 rizóbios das raízes da M. catharinensis no entanto, faz-se necessário 
estudos que avaliem a eficiência simbiótica desses rizóbios nas espécies 
vegetais de D. ecastophyllum, M. bimucronata e S. tomentosa, afim de 
selecionar os rizóbios mais eficientes na promoção do crescimento das 
mesmas para posteriores ensaios de revegetação visando a recuperação 
das áreas de restinga degradadas do PAERV.   
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3. OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo Geral 
 
Avaliar a eficiência de rizóbios autóctones da restinga do Parque 
Estadual do Rio Vermelho em espécies de leguminosas nativas com 
potencial de emprego em programas de revegetação de áreas degradadas 
do Parque. 
   
3.2 Objetivos Específicos 
 
 Avaliar a nodulação de leguminosas arbóreas inoculadas com 
rizóbios autóctones de áreas de restinga do PAERV; 
 
 Avaliar os efeitos da inoculação de rizóbios autóctones sobre o 
crescimento das plantas leguminosas nativas do PAERV; 
 
 Avaliar os efeitos da inoculação de rizóbios autóctones de áreas de 
restinga sobre o teor e acúmulo de nitrogênio nas plantas; 
 
  Determinar a eficiência simbiótica de rizóbios e leguminosas 
autóctones do PAERV; 
 
 Selecionar rizóbios autóctones eficientes na promoção do 
crescimento de leguminosas nativas do PAERV; 
 
 Identificar os rizóbios capazes de nodular as leguminosas e que 
apresentam elevada eficiência simbiótica. 
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4. HIPÓTESE 
 
 A utilização de rizóbios autóctones contribui para um maior 
desenvolvimento de espécies de leguminosas nativas do PAERV; 
 
 Os rizóbios autóctones de áreas de restinga apresentam respostas 
distintas em relação as diferentes espécies de leguminosas nativas. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 
 
5.1 Rizóbios selecionados 
 
Para os testes de compatibilidade, eficiência simbiótica e 
promoção do crescimento vegetal de espécies leguminosas nativas, foram 
avaliados 12 isolados de rizóbios pertencentes à coleção do Laboratório 
de Microbiologia do Solo da Universidade Federal Santa Catarina. Esses 
isolados foram obtidos como resultado dos estudos de isolamento de 
rizóbios de áreas de restinga do PAERV (CANEI, 2014), onde foram 
realizadas coletas de solo em três áreas de restinga do PAERV: duas áreas 
de restinga arbórea em estágio avançado de regeneração, uma que sofre 
inundações ocasionais (restinga sujeita a inundação - RI) e outra não 
inundável (restinga seca – RS) e uma área de restinga herbácea sob 
influência marinha (restinga marinha – RM) (Figura 5).  
Como resultado obteve-se 61 isolados de rizóbios da RM, 27 de 
RS e nove em RI, sendo diferenciadas 32 bactérias. Dos isolados obtidos 
foram selecionados 12 da área RS para serem utilizados nesse trabalho, 
pois é a área com maior incidência de Pinus spp. e que apresentou 
características químicas específicas, conforme analisado por Canei 
(2014). Dessa forma foram utilizados nesse trabalho os isolados: RS129, 
RS133, R137, RS139, R140, RS141, RS149, RS151, RS153, RS155, 
RS156 e RS158.  
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5.2 Leguminosas arbóreas 
 
As plantas que foram empregadas nesse trabalho são três espécies 
da família Leguminosae nativas do PAERV e que apresentam 
características importantes tais como: crescimento rápido, capacidade de 
estabelecer simbiose com rizóbios e potencial de uso em programas de 
revegetação de áreas degradadas. São elas:  Mimosa bimucronata 
(maricá), Dalbergia ecastophyllum (marmelo-do-mangue) e Sophora 
tomentosa (feijão-da-praia). 
 
5.3 Meios de cultura e soluções nutritivas 
 
Para o crescimento dos isolados de rizóbio foi utilizado o meio de 
cultura Extrato de levedura-manitol (YM) (VINCENT, 1970) contendo 
Figura 5. Pontos de coleta das amostras de solo nas áreas de restinga do PAERV, 
Florianópolis, SC. RM – restinga marinha; RI – restinga sujeita a inundação; RS 
– restinga seca. Números de um a oito referem-se as amostras coletadas de cada 
restinga. (Fonte: CANEI, 2014).  
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(em g L-1): manitol 10,0; K2HPO4 0,5; MgSO4.H2O 0,2; NaCl 0,1 e 
extrato de levedura 0,5.  
O pH do meio de cultura foi ajustado para 6,8, com solução 1 mol 
L-1 de HCl ou NaOH e, em seguida, esterilizados em autoclave a 121 °C 
durante 15 minutos.  
Para manutenção das condições nutricionais para o 
desenvolvimento das leguminosas nativas durante os ensaios foi utilizada 
solução nutritiva de Hoagland e Arnon (1950). A solução com alta 
concentração de N (C/N) (52,5 mg L-1) conteve: 136,08 mg L-1 de 
KH2PO4; 550, 56 mg L-1 de KNO3; 1,0 g L-1 Ca(NO3)2; 240,72 mg L-1 de 
MgSO4; solução de micronutrientes [(em mg L-1) H3BO3 2,86; MnCl2 
1,81; ZnSO4.7H2O 0,22; CuSO4.5H2O 0,08; NaMO.4H2O 0,02] e Fe-
EDTA [(em mg L-1) FeSO4.7H2O 24,1; EDTA 25,1]. A composição da 
solução com baixa concentração de nitrogênio (B/N) (5,25 mg L-1) 
consistiu na substituição de KNO3 e Ca (NO3)2 por 372,8 mg L-1 de KCl 
e 554,92 mg L-1 de CaCl2. O pH das soluções foi ajustado para 6,5 e 
posteriormente esterilizadas em autoclave a 121 oC por 15 minutos. 
 
5.4 Compatibilidade, eficiência simbiótica dos rizóbios e promoção 
do crescimento vegetal 
 
Os isolados foram avaliados quanto a sua capacidade de nodulação 
e eficiência simbiótica para as leguminosas nativas. Para tanto, foram 
conduzidos ensaios em casa de vegetação em delineamento inteiramente 
casualizado (com quatro repetições) composto de 12 tratamentos de 
inoculação (12 isolados de rizóbios do PAERV), além de dois tratamentos 
controle sem inoculação: um com baixa concentração de nitrogênio 5,2 
mg L-1 N e outro com alta concentração de nitrogênio mineral 52,5 mg L-
1 (considerado o N necessário para o bom desenvolvimento das plantas), 
totalizando 14 tratamentos. 
Previamente ao plantio, sementes de D. ecastophyllum, M. 
bimucronata e S. tomentosa (Figura 6) foram desinfestadas com imersão 
em hipoclorito de sódio 2% por dois minutos e após, lavadas seis vezes 
em água destilada estéril (GARSABALL e CUEVAS, 2006). 
Posteriormente, foram colocadas em câmara úmida até que estivessem 
pré-germinadas.  
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Previamente ao plantio o solo permaneceu incubado a temperatura 
ambiente por um período de 30 dias para redução dos níveis de Mg do 
solo. Amostras de solo da RS também foram submetidas a caracterização 
química (TEDESCO et al., 1995) (Tabela 1) no Laboratório de 
Classificação e Manejo de Solos – CCA, UFSC, Florianópolis, SC. Foram 
semeadas quatro sementes em tubetes de 280 cm3 que continham solo 
estéril (esterilizado 2x em autoclave por uma hora a temperatura de 120 
⁰C, (o intervalo das autoclavagens foi de 15 dias para eliminar possíveis 
endósporos e esporos que sobreviveram a primeira autoclavagem) que foi 
coletado das áreas de RS do PAERV. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Sementes das leguminosas utilizadas no presente trabalho – (A) D. 
ecastophyllum; (B) M. bimucronata; e S. tomentosa (C). 
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Tabela 1. Atributos físico-químicos de amostras de solo coletadas na Restinga 
Seca (RS) do PAERV, Florianópolis, SC. 
Atributos químicos do solo 
MO 
(g kg-1) 
 
23,9 
 
P 
(mg Kg-1) 
 
0,76 
 
pH 
H2O 
 
 
4,65 
Ca 
(cmolc 
kg-¹) 
 
1,94 
Mg 
(cmolc kg-¹) 
 
0,48 
K  
(cmolc kg-
¹) 
 
0,01 
Al  
(cmolc 
kg-¹) 
 
0,04 
H+Al 
(cmolc kg 
-1) 
 
3,71 
CTC 
 
 
6,18 
CTCef 
 
 
2,47 
Al% 
 
 
1,72 
V% 
 
 
39,26 
 
Textura, g kg-1 
Areia  
 
971 
Silte 
 
10 
Argila 
 
19 
Em que: MO = matéria orgânica, P = fósforo, Ca = cálcio, Mg = magnésio, K = 
potássio, Al = alumínio, CTC = capacidade de troca de cátions, CTCef = CTC 
efetiva, V% = saturação por bases. 
 
As análises químicas do solo mostraram que o pH dessa área é 
muito ácido (4,65), apresenta baixa quantidade de matéria orgânica (2,39 
%) e baixo teor de P (0,76 mg Kg-1), evidenciando uma baixa fertilidade 
no solo dessa área da restinga.  
No momento da semeadura das leguminosas nos tubetes foi 
inoculado 1 mL das BFN pré-crescidas em meio YM durante 48 horas em 
incubadora com agitação orbital a 150 rpm a 28 ºC, até atingir Densidade 
Ótica (DO) de 0,5, a qual foi avaliada em espectrofotômetro BEL 
Photonics SP 1105 (Piracicaba, Brasil) a 540 nm. 
Com a finalidade de evitar possíveis contaminações no momento 
de aplicar água e solução nutritiva esterilizadas nas plantas, após a 
emissão da segunda folha cotiledonar, foi fixado dentro de cada tubete, 
uma ponteira de 1,5 mL para a aplicação da solução nutritiva e água. Em 
seguida, foi colocada uma fina camada de uma mistura de areia 
esterilizada, clorofórmio e parafina (10 kg, 900 mL e 10 g, 
respectivamente) com a mesma finalidade, evitar contaminações (Figura 
7).  
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Na condução do experimento, a solução nutritiva de Hoagland e 
Arnon (1950) foi aplicada duas vezes na semana (5 mL) e nos demais dias 
da semana foi aplicado 5 mL de água esterilizada. 
Duas semanas após a emissão das plântulas, foi realizado um 
desbaste permanecendo apenas um indivíduo por tubete.   
Durante um período de 120 dias para as espécies M. bimucronata 
e S. tomentosa e 90 dias para D. ecastophyllum, foi aplicado as soluções 
nutritivas respectivas aos tratamentos e água estéril no período já descrito 
anteriormente. Foram também realizadas observações diárias, durante as 
quais os experimentos foram monitorados e fotografados.  
Após os 120 dias de crescimento das plantas (M. bimucronata e S. 
tomentosa) e 90 dias (D. ecastophyllum), foi mensurado a altura para 
determinação da promoção de crescimento das mesmas. Posteriormente, 
as plantas foram colhidas e verificado se houve nodulação por meio de 
uma inspeção visual das raízes. Foi determinado o número de nódulos 
(NN) por contagem. A massa seca de nódulos (MSN), produção de 
matéria seca da parte aérea (MSPA) e matéria seca das raízes (MSR) por 
pesagem após secagem em estufa a 65 ⁰C até terem obtido massa 
constante.  
Foi determinado o teor de nitrogênio da parte aérea das plantas por 
meio do método semi-micro Kjedahl, de acordo com Sarruge e Haag 
(1979). O nitrogênio acumulado na parte aérea foi calculado 
multiplicando-se o teor de nitrogênio com a respectiva produção de 
matéria seca da parte aérea. A eficiência simbiótica dos isolados de BFN 
foi calculada segundo a fórmula (CHAGAS-JÚNIOR et al., 2009):  
 
Figura 7. Indivíduos das espécies empregadas nesse trabalho em tubetes em casa 
de vegetação com a camada de areia esterilizada, clorofórmio e parafina e a 
ponteira de 1,5 mL para evitar contaminações na aplicação das soluções 
nutritivas. - (A) D. ecastaphyllum; (B) M. bimucronata; e (C) S. tomentosa. 
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ES =
(N total fixado − N total T sem N)
(N total T com N − N total T sem N)
 X 100 
 
Onde ES = eficiência simbiótica; N total fixado = acúmulo de 
nitrogênio foliar do tratamento inoculado; N total T sem N = acúmulo de 
nitrogênio foliar do tratamento sem aplicação de N; N total T com N = 
acúmulo de nitrogênio foliar do tratamento com aplicação de N. 
 
5.5 Identificação dos isolados por sequenciamento de gene rRNA 16S 
 
Os isolados de rizóbio autóctones que apresentaram 
compatibilidade e maior eficiência simbiótica para as leguminosas 
testadas foram identificados por meio da amplificação e sequenciamento 
do gene RNAr 16S pelo método Sanger et al. (1977). Inicialmente os 
isolados de rizóbios foram repicados em 50 mL de meio YM (VINCENT, 
1970) e incubados a 25 °C, sob agitação a 150 g em mesa agitadora (MA 
830, Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) por cerca de três dias. 
 
5.5.1 Extração de DNA  
 
A partir do crescimento bacteriano em meio YM (VINCENT, 
1970) foi feita a extração de DNA pelo método CTAB 2 % (DOYLE e 
DOYLE, 1990). Previamente à extração de DNA, 1 mL de cada inóculo 
foram transferidos para tubos de 1,5 mL e centrifugados a 12.000 g por 
15 minutos.  
O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 200 
µL de tampão de lise CTAB (CTAB 2 %, NaCl 5M, Tris – HCl 1M, 
EDTA 0,5M, água esterilizada) sendo posteriormente submetido a lise 
mecânica por maceração com pistilo estéril. Foram acrescentados mais 
400 µL de tampão de lise e 1,2 µL de β-mercaptoetanol (0,2 % do volume 
final de tampão de lise). As amostras foram homogeneizadas gentilmente 
por 5 segundos, congeladas e incubadas a 65 °C, sendo esse procedimento 
repetido duas vezes. Posteriormente, as amostras foram incubadas a 65 
°C por uma hora. 
Após incubação foi adicionado solução de de 600 µL de 
clorofórmio e álcool isoamílico (24:1), homogeneizado por inversão por 
5 minutos e centrifugado por 15 minutos a 12.000 g. A fase aquosa foi 
transferida para um tubo de 1,5 mL e adicionados 300 µL de isopropanol 
gelado. Os tubos foram invertidos cuidadosamente e incubados a -20 °C 
por 24 horas. 
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Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 15 
minutos e o sobrenadante descartado. Adicionou-se então, 500 µL de 
etanol (EtOH) 70 % gelado, invertendo várias vezes. Foi novamente 
centrifugado por 15 minutos a 12.000 g e o sobrenadante foi descartado. 
Os tubos foram secos invertidos em papel toalha por 20 minutos. O pellet 
seco foi ressuspendido em 50 µL de água Milli-Q. 
  
5.5.2 Amplificação das amostras  
 
Após a extração do DNA o gene RNAr 16S dos isolados foi 
amplificado a partir da utilização dos iniciadores universais para bactérias 
8F (5′ AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’) e 1541R (5′ AAG GAG 
GTG ATC CAG CCG CA 3’) (DUHAMEL et al., 2002). 
A amplificação foi feita em solução tampão para Taq DNA 
polimerase, contendo 0,2 mmol L-1 de dNTPs, 3 mmol-1 de MgCl2,1 U de 
Taq DNA polimerase, 5 p mol dos iniciadores e 10 ng de DNA; Taq, 0,5 
µL (5 U/ µL) (Life Technologies, São Paulo, Brasil). As condições de 
amplificação da PCR foram 94 °C por 3 min; 30 ciclos de 45 seg a 94 °C; 
30 seg a 55 °C; 90 seg a 72 °C; e extensão final por 7 min a 72 °C em 
termociclador Mastercycler personal (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).  
A amplificação foi verificada a partir de eletroforese horizontal em 
gel de agarose 1 %, utilizando-se tampão TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA) 
e “Sybr Green” para coloração das amostras (Life Technologies, São 
Paulo, Brasil). As concentrações das amplificações foram avaliadas em 
espectrofotômetro Thermo Scientific Nanodrop 1000 (Thermo Fisher 
Scientific, Wilmington, USA). 
Os amplicons foram purificados usando o kit Invisorb Fragment 
Cleanup (Invitek, Berlim, Alemanha) de acordo com as instruções do 
fabricante. 
O processo de sequenciamento foi realizado no Laboratório de 
Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal (LFDGV), 
CCA/UFSC, Florianópolis, SC. Após a purificação dos amplicons, o gene 
rRNA 16S dos isolados foi amplificado a partir da utilização do iniciador 
universal para bactérias 8F (5′ AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’). 
 A amplificação foi feita em água ultrapura estéril, 13 µL; big dye 
terminator, 1 µL; tampão BDT 5x, 5 µL; amplicons purificados, 1 µL; e 
primer, 2,0 µL (10 pmolµL). As condições de amplificação da PCR foram 
94 °C a 15 segundos; 35 ciclos de desnaturação a 96 °C por 15 segundos; 
temperatura de anelamento a 5 segundos e extensão a 62 °C por 4 
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minutos; não houve extensão final, em termociclador Veriti (Applied 
Biosystems, Carlsbad, CA, EUA).  
Após a amplificação foi realizada uma nova purificação. 
Adicionou-se para cada amostra: 2 µL de EDTA 125 mM e 60 µL de 
etanol 100 %. As amostras foram ressuspendidas com o uso de uma 
ponteira, a placa foi então selada com um adesivo para evitar perda de 
amostra no momento da centrifugação, e foi incubada no escuro por 15 
min a temperatura ambiente. Após, foi centrifugada numa centrifuga 
Eppendorf 2250R (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) por 45 min, - 4 ⁰C, 
4000 g. Foi retirada da centrifuga e invertida para eliminação do 
sobrenadante. A placa foi mantida invertida e levada novamente a 
centrifuga nessa posição e colocada sobre folhas de papel toalha e foi feito 
um spin por 5 s. Adicionou-se, 60 µL de etanol 70 %, e centrifugada por 
15 min, - 4⁰C, 4000 g. A placa foi novamente invertida para retirar o 
sobrenadante. Após foi feito novamente um spin por 5 seg. A placa foi 
deixada secando por 90 min no escuro para completa eliminação do 
etanol. Foi adicionado 10 µL de formamida e para completa desnaturação 
foi deixada descansando por 40 min. A placa foi transferida para o 
sequenciador automático ABI 3500 XL (Applied Biosystems, Carlsbad, 
CA, EUA). O tempo médio da corrida de cada injeção foi de 
aproximadamente 2 horas. 
As sequências obtidas foram processadas e comparadas com as 
sequências depositadas no Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). As 
comparações foram feitas usando BLAST® (Basic Local Alignment 
Search Tool). Foi selecionado no banco de dados a opção RNAr 16S 
(Bacteria e Archaea), e foram selecionadas apenas sequências muito 
semelhantes. 
 
5.6 Análises estatísticas 
 
Todos os dados obtidos foram submetidos às provas de 
normalidade e homogeneidade. Após, foram realizadas análises de 
variâncias (ANOVA) para cada ensaio e posteriormente os dados foram 
submetidos ao teste de comparação de médias Scott-Knott a 5% de 
probabilidade. Para isso, foi utilizado o programa estatístico Assistat 
versão 7.7 (SILVA e AZEVEDO, 2016). Foi realizado o Coeficiente de 
Correlação de Pearson para cada uma das espécies em relação aos 
parâmetros NN, MSN, MSPA e MSR, com o intuito de entender melhor 
a relação entre eles. Assim como o Coeficiente de Correlação de Pearson, 
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os gráficos, foram feitos utilizando o software SigmaPlot 12.5 (SPSS, 
Chicago). 
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6. RESULTADOS 
6.1 Nodulação em leguminosas inoculadas com rizóbios autóctones de 
restinga 
 
Por meio da inspeção visual das raízes das três espécies utilizadas 
nesse trabalho, não foi constatado presença de nódulos nos tratamentos 
controle não inoculado (C/N e B/N), que é um indicativo de que não 
ocorreu contaminação nos experimentos. Em S. tomentosa e M. 
bimucronata houve presença de nódulos em ambas as espécies e em todos 
os tratamentos inoculados. Em D. ecastophyllum, apenas sete dos doze 
isolados apresentaram compatibilidade simbiôntica, sendo eles: R129, 
R133, R140, R141, R149, R151 e R155 (Figura 8).  
Em S. tomentosa o tratamento inoculado com o isolado R137 teve 
um incremento em relação ao número de nódulos de 227 % em relação ao 
tratamento R133, e de 336 % em comparação com o isolado R139 (Figura 
8A). Em referência aos tratamentos que apresentaram menor número de 
nódulos R129 e R153, o isolado R137 apresentou um aumento de 3181%.   
Para M. bimucronata os tratamentos inoculados com os R129, 
R133, R139, R140, R149, R155, R156 e R158, aumentaram em média 46 
% o número de nódulos em comparação com os tratamentos R137, R141, 
R151 e R153 (Figura 8B).  
O tratamento inoculado com o isolado R141, apresentou um 
aumento médio de 88 % no número de nódulos em relação ao isolado 
R140 em D. ecastophyllum (Figura 8C). Em comparação com os isolados 
R129, R133, R151 e R155, o incremento no número de nódulos pelo 
isolado R141 foi de 267 %. O aumento de número de nódulos dos isolados 
R129, R133, R151 e R155 sob o tratamento R149, que apresentou o 
menor número de nódulos, foi de 1486 % (Figura 8C). 
A massa seca dos nódulos (MSN) em S. tomentosa foi maior para 
o tratamento R140, que apresentou um incremento médio na massa seca 
dos nódulos de 80 % em relação aos tratamentos inoculados R133, R137, 
R139, R141, R149, R155 e R156 e de 211 % em comparação com os 
tratamentos R129, R151, R153 e R158 que apresentaram a menor média 
de MSN (Figura 8D). Na M. bimucronata (Figura 8E) os maiores valores 
médios de MSN foram observados em R129, R137, R151, R156 e R158, 
que representaram um aumento médio em relação aos tratamentos R133, 
R153 e R155 de 63 % (Figura 8E). Em D. ecastophyllum os isolados 
R140, R141 e R155 apresentaram um acréscimo de 72 % em referência 
ao isolado R151, e de 234 % em relação aos isolados R129 e R133 (Figura 
8F). 
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Figura 8. Número [A (CV% = 6,0), B (CV% = 16,0) e C (CV% = 20,3)] e Massa 
seca de nódulos [D (CV% = 24,2), E (CV% = 14,9 ) e F (CV% = 22,3)] 
produzidos em S. tomentosa, M. bimucronata e D. ecastophyllum 
respectivamente, nos tratamentos inoculados que foram compatíveis com cada 
uma das espécies, após 120 dias (S. tomentosa e M. bimucronata) e 90 dias (D. 
ecastophyllum) de crescimento. Médias seguidas da mesma letra não diferem 
significativamente entre si pelo teste Scott Knott (P < 0,05). Barras verticais 
representam o erro padrão da média (n = 4). 
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6.2 Efeitos da inoculação sobre o crescimento das leguminosas 
nativas inoculadas com rizóbios autóctones 
 
Em relação ao crescimento da parte aérea (altura ápice) em S. 
tomentosa, os tratamentos inoculados com os isolados de rizóbios R129, 
R137, R139, R140, R141, R151, R153, R155, R156 e o controle C/N 
foram os que apresentaram melhores resultados com um acréscimo mde 
54 % no crescimento da parte aérea em relação aos tratamentos 
inoculados R133, R149, R158 e controle B/N (Figura 9A). 
Os isolados que mais influenciaram no crescimento de M. 
bimucronta foram os isolados R141, R151, R155, R156, R158 e o 
controle C/N, que apresentaram um incremento médio de 19 % em 
comparação com os isolados R129, R133, R137, R139, R140, R149, 
R153 e o tratamento controle B/N (Figura 9B).  
Para D. ecastophyllum, os isolados que mais influenciaram no seu 
crescimento foi o isolado R151 que apresentou compatibilidade 
simbiótica e não diferiu do controle C/N, seguido dos isolados R129, 
R140 e R141. O isolado R151 apresentou um aumento de 42 % no 
crescimento da parte aérea em relação aos isolados R156 e controle B/N 
(Figura 9C).  
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Figura 9. Crescimento da parte aérea de S. tomentosa (A) (CV% = 19,2), M. 
bimucronata (B) (CV% = 17,1) e (C) D. ecastophyllum (CV% = 9,3), tratamentos 
inoculados e controles com C/N e B/N após 120 dias (S. tomentosa e M. 
bimucronata) e 90 dias (D. ecastophyllum) de crescimento. Médias seguidas da 
mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste Scott Knott (P < 
0,05). Barras verticais representam o erro padrão da média (n = 4).  
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É possível observar uma imagem de cada tratamento inoculado em 
comparação com o tratamento C/N e B/N para S. tomentosa (Figura 10), 
M. bimucronata (Figura 11) e D. ecastophyllum (Figura 12) (foi escolhida 
para a imagem a repetição que melhor representava o tratamento). 
 
 
 
 
 
Figura 10. S. tomentosa - cada um dos tratamentos inoculados em comparação 
com os tratamentos controle com B/N e C/N. 
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Figura 11. M. bimucronata - cada um dos tratamentos inoculados em comparação 
com os tratamentos controle com B/N e C/N. 
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A maior produção de massa seca da parte aérea (MSPA) e massa 
seca da raiz (MSR) em S. tomentosa e M. bimucronata foram verificadas 
nas plantas controle C/N (Figura 13). Em S. tomentosa a inoculação com 
o isolado R155 aumentou em 900 % a produção de MSPA em relação ao 
tratamento B/N.  Os isolados R139, R140, R141, R153 e R156 também 
influenciaram significativamente na biomassa da parte aérea em 
comparação com o tratamento B/N, com um aumento de 632 %. Os 
tratamentos inoculados R133, R149, R151 e R158 apresentaram um 
Figura 12. D. ecastophyllum - cada um dos tratamentos inoculados em 
comparação com os tratamentos controle com baixo teor de nitrogênio (B/N) e 
com alto teor de nitrogênio (C/N). 
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acúmulo de biomassa na parte aérea de 358 % em relação ao controle B/N 
(Figura 13A).  
Em M. bimucronata os tratamentos inoculados R129, R139, R141, 
R151, R156 e R158 tiveram um incremento de 157 % na MSPA em 
comparação com o controle B/N. Os isolados R133, R137, R149, R153 e 
R155 apresentaram um incremento de 114 % em referência ao controle 
B/N, e o isolado R140, 64,28 % (Figura 13B).  
Para D. ecastophyllum, os isolados compatíveis com a espécie 
R129, R140, R141, R149, R151 não diferiram do tratamento R139, que 
não foi compatível simbioticamente com ela, e apresentaram a mesma 
média que o controle C/N. O incremento médio na MSPA nesses 
tratamentos em relação aos demais tratamentos e controle B/N, foi de 48 
% (Figura 13C). 
Em relação a massa seca da raiz (MSR) em S. tomentosa, os 
tratamentos R149 e R153 mostraram um acréscimo médio de 144 % em 
relação aos tratamentos inoculados R151, R158 e o controle B/N (Figura 
13D). 
Para M. bimucronata, os tratamentos R129, R141, R151, R155 e 
R158 indicaram um incremento de 46 % na MSR em relação ao controle 
B/N e do demais tratamentos inoculados (Figura 13E).  
Dos isolados que mostraram compatibilidade simbiótica com D. 
ecastophyllum, apenas o isolado R149 mostrou um incremento na MSR 
em relação ao controle B/N, sendo de 29 %, não diferindo dos tratamentos 
R137, R139 e controle C/N (Figura 13F). 
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Figura 13. Massa seca da parte aérea (A) S. tomentosa (B) M. bimucronata e (C) 
D. ecastophyllum, e Massa seca da raiz (D) S. tomentosa, (E) M. bimucronata e 
(F) D. ecastophyllum, inoculadas com isolados rizóbios e os controles C/N e B/N, 
após 120 dias (S. tomentosa e M. bimucronata) e 90 dias (D. ecastophyllum) de 
crescimento. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste 
Scott Knott (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrão da média (n = 
4).  
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Como pode ser observado na Tabela 2, em S. tomentosa nenhum 
dos parâmetros (NN, MSN, MSPA e MSR) apresentaram correlação 
significativa entre si pelo Coeficiente de Correlação de Pearson. Já para 
M. bimucronata, a MSN e a MSPA apresentaram correlação positiva. E 
em D. ecastophyllum, o número de NN e MSN apresentou correlação 
significativa, assim como a MSPA e a MSR. 
 
Tabela 2. Coeficiente de Correlação de Pearson entre os atributos relacionados a 
nodulação e crescimento em S. tomentosa, M.bimucronata e D. ecastophyllum. 
 
S. tomentosa  MSN MSPA MSR 
NN 0,139 -0,0373 -0,109 
MSN - 0,329 0,166 
MSPA - - 0,350 
    
M. bimucronata    
NN -0,0499 0,0388 -0,0180 
MSN - 0,658* 0,296 
MSPA - - 0,392 
    
D. ecastophyllum    
NN 0,719* 0,283 -0,168 
MSN - -0,0452 -0,376 
MSPA - - 0,626* 
 
*p<0,05 
Em que: NN= número de nódulos; MSN= massa seca de nódulos; MSPA= massa 
seca da parte aérea; MSR= massa seca da raiz.  
S. tomentosa (n = 48); M. bimucronata (n = 48); e D. ecastophyllum (n = 28). Em 
que n = número de unidades amostrais avaliadas. 
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6.3 Efeitos da inoculação de rizóbios autóctones sobre o teor e 
acúmulo de nitrogênio em leguminosas nativas 
 
O teor de N foi maior para o tratamento controle C/N nas espécies 
M. bimucronata e D. ecastophyllum. Já o acúmulo de nitrogênio (AN) nas 
três espécies utilizadas nesse trabalho foi maior no tratamento C/N. 
O teor de nitrogênio (TN) na parte área em S. tomentosa foi 
influenciado pelos tratamentos, no entanto, os tratamentos inoculados 
apresentaram um teor de N 90 % inferior ao tratamento B/N (Figura 14A). 
No acúmulo de N na parte aérea (Figura 14D) verificou-se nos 
tratamentos R139, R141 e R155 um incremento médio de 371 % em 
relação ao controle B/N. Os tratamentos R129, R137, R140 e R156 
também apresentaram níveis intermediários de 261 %, e os tratamentos 
R133, R149, R151, R153 e R158 foram os que apresentaram um menor 
incremento no acúmulo de N, com 164 % em comparação com B/N. 
O TN e AN na parte aérea na M. bimucronata foi favorecida 
significativamente pelos tratamentos de inoculação (Figura 14). A 
inoculação com os isolados de rizóbios R141, R155 e R158 foram os que 
apresentaram as maiores médias de teor de N, não diferindo entre si 
(Figura 14B). Esses isolados propiciaram um incremento médio de teor 
de 35 % em relação ao tratamento B/N. Os tratamentos inoculados com 
os isolados de rizóbios R139, R140, R153 e R156 não diferiram do 
tratamento B/N. O AN na parte aérea em M. bimucronata também foi 
favorecido pela inoculação (Figura 14E). Os tratamentos que 
apresentaram maior AN na M. bimucronata foi o R141 e o R158, com um 
incremento médio de 261 % em relação ao controle B/N. Os tratamentos 
inoculados R133, R140 e R153 apresentaram um incremento de 101 % 
em comparação com B/N.  
Em D. ecastophyllum, o teor de N nos tratamentos que 
apresentaram compatibilidade R133 e R155, não diferiram 
estatisticamente dos tratamentos R137, R153, R156 e R158, e 
apresentaram um aumento de apenas 12 % no TN em relação aos demais 
tratamentos compatíveis ou não, e o tratamento controle B/N (Figura 
14C). O AN na parte aérea por sua vez, não apresentou diferenças entre 
os tratamentos inoculados e controle B/N, indicando um valor de 170 % 
inferior ao controle C/N (Figura 14F). 
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Figura 14. Teor de nitrogênio em S. tomentosa (A) (CV% = 15,8), M. 
bimucronata (B) (CV% = 11,6) e D. ecastophyllum (C) (CV% = 5,8), e Acúmulo 
de nitrogênio em S. tomentosa (D) (CV% = 20,7), M. bimucronata (E) (CV% = 
12,9) e D. ecastophyllum (F) (CV% = 22,2), inoculadas com rizóbios e controles 
C/N e B/N, após 120 dias (S. tomentosa e M. bimucronata) e 90 dias (D. 
ecastophyllum) de crescimento. Médias seguidas pela mesma letra não diferem 
entre si pelo teste Scott Knott (P < 0,05). Barras verticais representam o erro 
padrão da média (n = 4).   
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6.4 Eficiência simbiótica dos isolados de rizóbios autóctones em 
leguminosas 
 
A partir dos dados de crescimento e acúmulo de N foi possível 
calcular a eficiência simbiótica dos isolados (Figura 15). A maior 
eficiência para S. tomentosa foi obtida por meio da inoculação da isolado 
de rizóbio R155 (Figura 15A), seguido pelos isolados R129, R137, R139, 
R140, R141 e R156. Os isolados menos eficientes foram o R133, R149, 
R151, R153 e R158.  
 Para M. bimucronata, os isolados que se mostraram mais 
eficientes foram o R141 e o R158 (Figura 15B). Sendo que os isolados 
R129, R137, R149 R151, R155 e R156 também apresentaram eficiência 
simbiótica na fixação do N. Os isolados que se apresentaram menos 
eficientes foi o R140 e o R153 (Figura 15B).  
Já para D. ecastophyllum, os tratamentos inoculados que 
apresentaram melhor desempenho para a espécie foram os isolados de 
rizóbios R129, R141, R149 e R155, entretanto os valores para eficiência 
foram inferiores a 25 % (Figura 15C).  
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Figura 15. Eficiência simbiótica de rizóbios para S. tomentosa (A) (CV% = 17,4), 
M. bimucronata (B) (CV% = 19,8) e D. ecastophyllum (C) (CV% = 34,0). Médias 
seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste Scott 
Knott (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrão da média (n = 4).  
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6. 5 Sequenciamento do gene rRNA 16S dos isolados mais eficientes 
simbioticamente 
 
A partir do sequenciamento parcial do gene rRNA 16S dos 
isolados de rizóbios mais eficientes simbioticamente, os isolados foram 
classificados nas classes α-Protobacteria, β-protobacteria e Bacilli. Foi 
apontado um isolado como pertencente ao gênero Bradyrhizobium 
(R155) dentro das α-Protobacteria. Na classe β-protobacteria identificou-
se um isolado pertencente ao gênero Burkholderia (R141). E pertencente 
a classe Bacilli, três isolados do gênero Paenibacillus (R129, R149 e 
R158) (Tabela 3). 
 
Tabela 3. Identificação das estirpes isoladas em solos de restinga do PAERV, 
Florianópolis, SC, mais eficientes simbioticamente em S. tomentosa (R155), M. 
bimucronata (R141 e R158) e D. ecastophyllum (R129, R141, R149 e R155). 
                               Sequência mais similar encontrada no 
GenBank 
Estirpe 
R129 
R141 
R149 
R155 
R158 
NPB 
840 
780 
780 
780 
770 
Espécie 
Paenibacillus 
taichungensis 
Burkholderia sp. 
Paenibacillus sp. 
Bradyrhizobium sp. 
Paenibacillus sp. 
SI (%) 
100 
99 
100 
100 
99 
Em que: NPB = número de pares de bases; SI = porcentagem de similaridade 
encontrada no GenBank. 
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7. DISCUSSÃO 
 
7.1 Nodulação em leguminosas inoculadas com rizóbios autóctones de 
restinga  
 
A ocupação das restingas pelo homem, principalmente pela 
indústria imobiliária e introdução de espécies exóticas, tem acarretado 
sérios problemas ambientais para esse ecossistema, uma vez que se trata 
de um ambiente muito frágil e apresenta um solo com baixíssima 
fertilidade (RADAMBRASIL, 1983; HOLANDA, 1988; LEÃO e 
DOMINGUEZ, 200; ASSIS et al., 2004). A introdução de espécies 
exóticas como o Pinus spp. tem levado a perda de espécies, perda de 
hábitats, e profundas modificações nos solos de restinga. Somente no 
Parque Estadual do Rio Vermelho (PAERV), 82 % da vegetação que em 
sua maioria era formada originalmente por restingas, se encontra 
contaminada por espécies exóticas, principalmente por Pinus spp. Da área 
total do parque de 1532 hectares, 487 foram utilizados para o plantio das 
espécies P. elliottii e P. taeda (FERREIRA et al., 2009). A ocupação pelo 
Pinus spp. durante um espaço longo de tempo também levou a formação 
de uma densa camada de serapilheira. As acículas do Pinus spp. são de 
difícil degradação e possuem ceras cuticulares que reduzem o efeito da 
ação mecânica (STURGUESS, 1991) e o efeito antimicrobiano de 
compostos voláteis, como foi observado em P. densiflora (KIN e SHIN, 
2005).  
Para a recuperação e preservação das áreas de restinga faz-se 
necessário um plano de manejo visando a retirada das espécies de Pinus 
do PAERV. Além disso é importante o planejamento prévio para que a 
adoção de medidas sejam eficazes e de fato tragam bons resultados. A 
revegetação é uma alternativa de resposta rápida e que apresenta baixos 
custos em comparação com outros métodos para a recuperação do solo 
dessas áreas, principalmente quando empregadas espécies leguminosas, 
que apresentam uma série de características desejáveis e facilitadoras 
nessa ação tais como crescimento rápido e associação simbiótica com 
rizóbios (SCHIAVO, 2005; NASCIMENTO e BIONDI, 2008; 
SIQUEIRA et al., 2008; LASTE et al., 2008). No entanto, os trabalhos 
com microrganismos como os rizóbios são praticamente inexistentes 
nesse tipo de ecossistema, além de os trabalhos com microrganismos 
serem em sua maioria com espécies herbáceas e de interesse econômico, 
e não ambiental (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). 
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O presente trabalho apresenta caráter inovador em áreas de 
restinga, uma vez que busca por meio de experimentos a seleção de 
estirpes de rizóbios autóctones de modo a testar suas eficiências 
simbióticas em espécies nativas, buscando com isso a revegetação de 
áreas de restingas degradadas, seja por efeito da introdução de espécies 
exóticas com Pinus spp. ou por outras razões. Até o momento não há 
trabalhos que verificassem a eficiência simbióticas de estipes nativas de 
restinga em M. bimucronata, S. tomentosa ou D. ecastophyllum. 
Nesse trabalho, foram testadas 12 estirpes de isolados de rizóbios 
procedentes de uma área de restinga (RS) do PAERV. Portanto, estas 
estirpes são adaptadas nas condições de estresse desse ecossistema, como 
altos teores de sódio, condições de baixa fertilidade e pH ácido. A fim de 
obter condições mais reais ao campo, foi utilizado solo esterilizado dessas 
áreas para a experimentação em casa de vegetação com três espécies 
nativas de leguminosas que ocorrem tanto no PAERV, quanto em muitos 
ambientes de restinga no país. 
Dessa forma, foi constatado nesse trabalho nas espécies de S. 
tomentosa e M. bimucronata que os 12 isolados testados apresentaram 
compatibilidade simbiótica. Para D. ecastophyllum, apenas 7 dos 12 
isolados de rizóbios testados foram compatíveis, dessa forma é possível 
inferir que a mesma é mais exigente em relação aos simbiontes, em 
comparação com as outras duas espécies estudadas. Os isolados R129, 
R133, R140, R141, R149, R151 e R155, foram mais generalistas quanto 
à capacidade de nodular, pois nodularam com as três espécies analisadas.  
Em M. bimucronata, os valores encontrados para número de 
nódulos foram menores que os estimados por Moura et al (2016) e Araújo 
et al. (2017). Salienta-se, porém, que os valores encontrados pelos autores 
são referentes ao cultivo com substrato areia e vermiculita, e no presente 
trabalho foi utilizado solo de restinga, que pode ter influenciado de forma 
negativa a nodulação conforme será discutido posteriomente. Em um 
trabalho realizado por Lammel et al. (2015) com M. bimucronata e solos 
provenientes de diferentes sistemas de manejo (área plantada, área de 
mata nativa e área em estado de regeneração) como inoculante e substrato, 
observaram valores médios de 40 nódulos em solo de mata nativa, 20 em 
solo de plantio e 43 em solo em estágio de regeneração. Os valores 
encontrados por esses autores são muito mais próximos aos encontrados 
nesse trabalho, deixando mais evidente a influência do substrato utilizado. 
Para S. tomentosa, alguns autores já observaram ou isolaram 
nódulos radiculares nessa espécie (OLIVEIRA, 2001; HUNG et al., 2005; 
STAEHELIN et al., 2006). Entretanto, são quase inexistentes trabalhos 
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que investigassem mais profundamente essa relação entre os simbiontes 
com essa espécie. Staehelin et al. (2006), encontraram em S. tomentosa 
um número médio de 25 nódulos na inoculação com uma estirpe de 
Rhizobium, porém o período de condução dos experimentos foi menor (64 
dias). Hung et al. (2005), observaram em experimentos com isolado 
proveniente de S. tomentosa, que não houve crescimento do 
microrganismo em pH ácido (3,5), entretanto em pH 12 o resultado foi 
positivo. O isolado também não foi tolerante a altas concentrações de 
NaCl (4,5 %). 
Ogan (1990), observou em raízes de D. ecastophyllum coletadas 
em áreas de manguezal valores entre 247 e 1. 261, muito maiores aos 
observados nesse trabalho, no entanto, as raízes das plantas analisadas por 
aqueles autores pertenciam a plantas em estágio de desenvolvimento 
avançado. Foi observado por Kumar et al. (2013), em D. sissoo diferenças 
no número de nódulos de acordo com a idade da planta. 
O número de nódulos para todas as espécies avaliadas variou 
bastante em relação aos encontrados na literatura. Segundo Ferreira et al. 
(2012) o método utilizado para o cultivo de diferentes leguminosas e as 
condições ambientais nos quais os experimentos são conduzidos são os 
principais motivos de variação no número de nódulos. 
Os fatores ligados a acidez do solo normalmente limitam as etapas 
de infecção das raízes, a formação de nódulos e, consequentemente, a 
assimilação de N pela planta (GRAHAM, 1992; PELEGRIN et al., 2009). 
Canei (2014), observou nas análises químicas do solo da RS, da qual foi 
coletado o solo utilizado nesse trabalho, altos valores de Na. Foi 
observado por Jouyban (2012) e Pinheiro et al. (2014), que altas 
concentrações desse elemento no solo afetam diretamente o crescimento 
do rizóbio, podendo ainda reduzir a nodulação inibindo a planta 
hospedeira, pois as plantas produzem altos níveis de etileno quando estão 
sob estresse, e esse etileno produzido funciona como um inibidor da 
nodulação.  
A formação de maior quantidade de nódulos pelos isolados não 
necessariamente contribui para a maior produção de matéria seca desses, 
como foi observado na maioria dos tratamentos. Apenas em D. 
ecastophyllum foi observada uma correlação significativa entre esses dois 
parâmetros. Para M. bimucronata, apenas três dos isolados com maior 
número de nódulos apresentaram também maior MSN (R129, R156, 
R158). Lammel et al. (2015) também observaram que o número de 
nódulos não representou necessariamente maior massa seca. Em alguns 
tratamentos, apesar do pequeno número de nódulos, a massa seca foi alta 
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por se tratarem de nódulos grandes. Segundo Freitas et al. (2011), o 
número de nódulos explica pouco a eficiência da simbiose. Além do que, 
nódulos pequenos e não funcionais podem representar um dreno de 
fotoassimilados (ATKINS, 1984).  
 
7.2 Efeitos da inoculação de rizóbios autóctones sobre o crescimento, 
teor e acúmulo de nitrogênio pelas leguminosas nativas 
 
Nas três espécies utilizadas nesse trabalho foram observados 
incrementos no crescimento da parte aérea pela inoculação de rizóbios 
autóctones em relação ao controle B/N. Os diferentes isolados 
empregados, apresentaram taxas diferentes no crescimento das espécies 
empregadas. Destaque para os isolados R141 e R151, que se apresentaram 
entre as maiores médias em relação ao crescimento da parte aérea para 
todas as espécies avaliadas.  
Alguns isolados apesar de terem apresentado os maiores 
incrementos no crescimento das espécies em relação aos demais isolados, 
não necessariamente tiveram a maior MSPA.  
Para S. tomentosa, os valores encontrados para MSPA forma muito 
menores aos observados por Stoehelin et al. (2006), o qual observou 
valores em torno de 1,4 g em plantas inoculadas com estirpe de 
Rhizobium, no entanto as condições de substrato foram diferentes, o que 
pode ter facilitado um melhor desenvolvimento das plantas nesse último 
trabalho, como vimos anteriormente. 
Em M. bimucronata, a maior altura observada, mostrou-se muito 
similar a encontrada por Moura et al. (2016), com tudo, este último o 
experimento teve uma duração maior que quatro meses.  
Em D. ecastophyllum, os tratamentos inoculados em relação ao 
crescimento da parte aérea não diferiram de um dos tratamentos que não 
foi compatível. Os rizóbios podem influenciar positivamente o 
crescimento das plantas sem necessariamente formar nódulos, inclusive 
em espécies não leguminosas (SCHLINDWEIN et al., 2007; KOZUSNY-
ANDREANI e ANDREANI-JÚNIOR, 2014). Kumar et al. (2013) 
observaram em D. sissoo inoculadas com estirpe de rizóbio e tratamentos 
com diferentes doses de N, um aumento significativo no crescimento da 
parte aérea da espécie com os tratamentos inoculados em relação ao 
tratamento controle B/N.  
Em relação a MSR, Kudoyarova (1997), observou que o aumento 
de NO3 nas plantas analisadas, influenciava no aumento dos níveis de 
ácido indol acético (AIA), que por consequência aumentava o 
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comprimento das raízes. Logo, a maior MSR observada nos tratamentos 
controle C/N, podem estar relacionados com a maior disponibilidade de 
N para essas plantas durante o experimento. Ademais, os tratamentos que 
apresentaram bons resultados para MSR, podem estar envolvidos na 
produção de AIA nessas plantas.   
As rizobactérias promovem o crescimento vegetal por meio da 
produção de inúmeras substâncias que estimulam a absorção de 
elementos como o N, P e outros nutrientes importantes para o 
desenvolvimento dos tecidos vegetais (LUGTENBERG e KAMILOVA, 
2009; GLICK, 2012). Por ser a fixação biológica de nitrogênio um dos 
mecanismos de promoção de crescimento vegetal mais amplamente 
estudados, foi estimada neste estudo, por meio do acúmulo de N. 
Em M. bimucronata, os valores encontrados para TN para os 
melhores tratamentos inoculados foram muito semelhantes aos 
encontrados por Moura et al. (2016).  
Não foi encontrado na literatura valores para teor de N para as 
espécies S. tomentosa e D. ecastophyllum, salientado mais uma vez, que 
este é o primeiro trabalho a avaliar esses parâmetros em ambas espécies, 
o que infelizmente não permite comparação em relação a esses fatores.  
Os isolados de rizóbios R139, R141 e R155 em S. tomentosa e os 
isolados R141 e R158 em M. bimucronata promoveram incrementos no 
acúmulo de N na parte aérea das plantas e isso pode contribuir para o 
incremento desse nutriente em solos de áreas de restinga de baixa 
fertilidade. Já em D. ecastophylum, não houve diferença entre os 
tratamentos isolados e o tratamento B/N para o NA, sendo necessário 
novos estudos que avaliem a FBN nessa espécie.  
 
7.3 Eficiência simbiótica de isolados de rizóbios do PAERV 
 
Segundo Moreira e Siqueira (2006), a avaliação de um grande 
número de estirpes com relação a sua eficiência em determinada espécie 
hospedeira, sua adaptação a condições edáficas e ambientais, devem ser 
consideradas em relação à eficiência em fixar nitrogênio, pois são a base 
da seleção de estipes para produção de inoculantes.    
Pouco têm sido os estudos com o objetivo de investigar eficiência 
simbiótica de rizóbios em solos de restinga, inclusive com M. 
bimucronata, S. tomentosa e D. ecastophyllum, apesar do potencial de 
emprego dessas espécies em restauração de áreas degradadas.  
Nesse trabalho, a eficiência simbiótica para leguminosas nativas 
foi restrita a poucos isolados autóctones de áreas de restinga. O tratamento 
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com o isolado R155 foi o mais eficiente simbioticamente para S. 
tomentosa, e também se apresentou entre as melhores médias em 
comparação com os demais controles inoculados em todos os parâmetros 
avaliados, corroborando ainda mais com o resultado de eficiência. Em M. 
bimucronata, o tratamento com o isolado R158 e R141 foram os mais 
eficientes, e também apresentaram a melhor média em comparação com 
os demais controles inoculados em todos os parâmetros avaliados, exceto 
nos parâmetros número NN e MSN o isolado R141 não foi um dos 
melhores, apesar de ter apresentado bons resultados.  
Para D. ecastophyllum, os isolados de rizóbios R129, R141, R149 
e R155, apesar terem sido os mais eficientes simbioticamente, não 
apresentaram valores muito elevados, sendo menores que 25 %. 
Entretanto, aumentaram significativamente o ganho de biomassa na parte 
área. A nodulação positiva em uma espécie, apesar de comprovar a 
condição simbiótica das estirpes, não garante a eficiência destas em fixar 
nitrogênio e promover o desenvolvimento do hospedeiro (COELHO, 
2016; CLEVELAND et al., 1999), pois diversos fatores biológicos, 
químicos e físicos podem influenciar a FBN através de seus simbiontes 
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Os rizóbios tropicais são formados por 
subgrupos com especificidade simbiótica e eficácia variada 
(GUIMARÃES et al., 2015; MARRA et al., 2012; SPRENT, 2003). 
Apesar de não serem encontradas estirpes eficientes em alguns casos com 
a inoculação de estirpes nativas, a avaliação dessas é necessária, pois 
serve como base para predizer a necessidade de inoculação (TURK e 
KEYSER, 1992).  
Considerando os resultados relacionados com a eficiência 
simbiótica, recomenda-se o isolado R155 para a inoculação da S. 
tomentosa, em M. bimucronata os isolados R141 e R158, e para D. 
ecastophyllum os isolados R129, R141, R149 e R155, na produção de 
mudas visando a revegetação de áreas de restingas impactadas pelo Pinus. 
Fazem-se necessários estudos futuros com esses isolados em condições 
controladas em solo não esterilizado que avaliem a capacidade 
competitiva desses isolados. E após essa etapa, realizar a avaliação a 
campo de modo a comprovar a eficiência simbiótica sob as influencias 
climáticas.  
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7.4 Sequenciamento do gene rRNA 16S dos isolados mais eficientes 
simbioticamente 
 
Cerca de um terço de todas as espécies e metade de todos os 
gêneros de Leguminosae no Brasil já foram avaliadas quanto a capacidade 
de nodulação, bem como as características fenotípicas de seus 
microssimbiontes, por meio de levantamentos em viveiros e a campo 
(MAGALHÃES et al., 1982; FARIA et al., 1989; MOREIRA et al., 1992; 
SOUZA et al., 1994). Entretanto, pouquíssimas estirpes foram 
caracterizadas geneticamente. Logo, as bactérias com capacidade de 
nodular leguminosas nativas são ainda pouco conhecidas no país 
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Isso salienta ainda mais a importância 
de estudar e caracterizar as estirpes nativas.   
 Inúmeros trabalhos têm demostrado a nodulação em espécies de 
leguminosas do gênero Mimosa com estirpes de Burkholderia 
(VANDAMME et al., 2002; BARRETT e PARKER, 2005; CHEN et al., 
2005; CHEN et al., 2006; ARAÚJO, 2014; MOURA et al., 2016; 
PRIMIERI et al., 2016). O presente trabalho corrobora com os demais 
trabalhos acerca da capacidade de nodulação e eficiência de 
Burkholderia. 
Há também registros na literatura de nodulação do gênero Mimosa 
com os gêneros:  Bradyrhizobium (OYAIZU et al., 1993; BARRETT e 
PARKER, 2005); Mesorhizobium (JARVIS et al., 1997; BARRETT e 
PARKER, 2005); Rhizobium (OYAIZU et al., 1993; WANG et al., 1999; 
BARRETT e PARKER, 2005); Ralstonia (CHEN et al., 2001); 
Cupriavidus (FERREIRA et al., 2012; FERREIRA et al., 2013; PRMIERI 
et al., 2016) e Burkholderia (PRIMIERI et al., 2016). 
Com a espécie M. bimucronata, foram identificados os gêneros 
Burkholderia (CHEN et al., 2005; ARAÚJO, 2014; HERNÁNDEZ, et al., 
2017; MOURA et al., 2016), Rhizobium e Glucanobacter 
(HERNÁNDEZ et al., 2017; MOURA et al., 2016). 
O gênero Paenibacillus é geralmente endofítico de nódulos, e não 
nodulífero, todavia há relatos na literatura de nodulação em feijão-caupi 
por esse gênero (MARRA et al., 2012; JARAMILLO et al., 2013; 
COSTA et al., 2013), em Trifolium pratense (LATIF et al., 2013), em 
siratro (Macroptilium atropurpureum) (DE OLIVEIRA-LONGATTI et 
al., 2014; SILVA, 2015). 
Costa (2014) isolou de nódulos de M. bimucronata, Bacillus, e 
posteriormente inoculou em siratro, onde comprovou a formação de 
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nódulos. Bacillus, também é uma bactéria comumente encontrada no 
interior de nódulos, e que pela primeira vez foi observada nodulando. 
Segundo alguns autores, bactérias endofíticas de nódulos poderão 
evoluir por meio da transferência horizontal de genes simbióticos à 
bactérias simbióticas (TRINICK et al., 1989; SPRENT, 2003; LI et al., 
2008; SHIRAISHI et al., 2010). Latif et al., (2013) verificaram nodulação 
em Trifolium pratense por Paenibacillus, e por meio da análise das 
sequências de nucleotídeos confirmaram a presença de genes nod.  
Shiraishi et al. (2010) detectaram a ocorrência de nodulação em 
Robinia pseudoacacia por Pseudomonas sp. e a presença de genes 
simbióticos (NodA, nifH e nifHD) nesse gênero. Esses autores 
constataram, ainda, que o gene NodA apresentava alta relação genética 
entre estirpes de Pseudomonas sp., Agrobacterium sp., Burkholderia sp. 
e Mesorhizobium loti isoladas do mesmo solo, o que indica uma possível 
ocorrência de transferência lateral de genes. Dessa forma, sugere-se 
estudos futuros a verificação da presença de genes Nod nos isolados 
R129, R149 e R158, o que contribuirá para determinar a origem da 
transferência de genes e um melhor entendimento da FBN e nodulação 
para esses isolados. 
Em S. tomentosa, foram relatados casos de nodulação com os 
gêneros Rhizobium (SUTTON e PETERSON, 1980; FOSTER et al., 
1998; STOEHELIN et al., 2006) e Sinorhizobium (HUNG et al., 2005). 
Inúmeros autores têm relatado a nodulação do gênero Sophora com 
espécies do gênero Mesorhizobium (CHEN et al., 1995; JARVIS et al., 
1997; DE MEYER et al., 2016; ANDREWS e ANDREWS, 2016). 
Entretanto, esse é o primeiro registro de nodulação com Bradyrhizobium 
para o gênero Shopora.  
Para o gênero Dalbergia, há relatos de nodulação com os gêneros 
da classe α-Protobacteria: Bradyrhizobium (FARIA, 1997; MOREIRA et 
al., 1993; MOREIRA et al., 1998; PARKER, 2004; 
RASOLOMAMPIANINA et al., 2005; COSTA, 2014), Mesorhizobium, 
Azorhizobium, Phyllobacterium (RASOLOMAMPIANINA et al., 2005), 
Rhizobium (RASOLOMAMPIANINA et al., 2005; GHOSH et al., 2005; 
LIN et al., 2009; COSTA, 2014). E com os gêneros da classe β-
Protobacteria: Burkholderia (RASOLOMAMPIANINA et al., 2005; LU 
et al., 2012; COSTA, 2014; MOREIRA et al., 2016) e Ralstonia 
(RASOLOMAMPIANINA et al., 2005). Segundo Andrews e Andrews 
(2016), a tribo Dalbergiae nodulam primeiramente com Bradyrhizobium, 
mas são promiscuas em relação as espécies de Bradyrhizobium. 
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Já para a espécie D. ecsatophyllum, são praticamente inexistentes 
os trabalhos que avaliaram ou identificaram a capacidade de nodular na 
espécie. Parker e Rousteau (2014), observaram associação com o gênero 
Bradyrhizobium, no entanto não testaram a eficiência simbiótica entre 
eles. Assim como no presente trabalho, houve compatibilidade entre o 
gênero Bradyrhizobium e D. ecastophyllum.  Entretanto, é o primeiro 
registro na literatura da associação dessa espécie com o gênero 
Burkholderia.  
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8. CONCLUSÕES 
 
 Isolados de rizóbios autóctones de áreas de restinga beneficiam o 
crescimento de leguminosas nativas do PAERV com potencial de 
serem empregadas em programas de revegetação de áreas 
degradadas; 
 
 Isolados de rizóbios eficientes para as leguminosas nativas do 
PAERV promovem incrementos no acúmulo de N na parte aérea das 
plantas e isso pode contribuir para o incremento desse nutriente em 
solos de áreas de restinga de baixa fertilidade; 
 
 O isolado de rizóbio mais eficiente para S. tomentosa foi o R155, e 
para M. bimucronata o R141 e R158. E em D. ecastophyllum, 
nenhum dos isolados avaliados que foram compatíveis com a espécie 
apresentaram elevada eficiência simbiótica, no entanto os isolados 
que mais se destacaram em relação ao acúmulo de biomassa foram o 
R129, R141, R149 e R155; 
 
 Por meio do sequenciamento parcial do gene rRNA 16S, os isolados 
R129, R141, R149, R155 e R158 foram identificados como sendo 
pertencentes aos gêneros: Burkholderia (R141), Bradyrhizobium 
(R155) e Paenibacillus (R129, R149 e R158), respectivamente.  
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